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INTRODUCCION

TRANSTORNOS NEUROLOGICOS ASOCIADOS
AL CONSUMO DE ALCOHOL

El alcoholismo crénico constituye un grave problema médico, de importantes
repercusiones econoémicas y sociales en todos los paises occidentales. El consumo crénico
de alcohol se asocia a una gran variedad de procesos inflamatorios y degenerativos que
afectan a la practica totalidad de los tejidos humanos. El espectro de afectacion cronica del
etanol es muy amplio, e incluye cambios psicolégicos y en los diferentes o6rganos y
sistemas.

Entre los sistemas mas afectados por el abuso de alcohol destaca el Sistema
Nervioso (Charness et al 1989, Urbano-Marquez et al 1987 y 1989, Villalta et al 1989,
Adams et al 1989). Las enfermedades relacionadas con el alcohol en el sistema nervioso son
causadas por la exposicion excesiva al alcohol, con o sin la co-existencia de deficiencias
nutricionales o vitaminicas. Los efectos téxicos y metabodlicos del alcohol (etanol) varfan
segun la region del cerebro, la edad/ etapa de desarrollo, la dosis y la duracién de las
exposiciones los efectos del alcohol, y pueden dar lugar a alteraciones en practicamente
todos los niveles del sistema nervioso (Tabla 1). En el cerebro maduro, la exposicion
importante y cronica al alcohol puede causar enfermedades debilitantes severas de los
sistemas nerviosos central y periférico, y del sistema muscular esquelético. La consecuencia
mas comun del abuso continuado de alcohol abuso es la pérdida desproporcionada de
sustancia blanca cerebral y alteraciones en la funcidén ejecutiva cerebral. El cerebelo
(especialmente el vermis), los circuitos cortico-limbico, el sistema muscular esquelético y
los nervios periféricos se ven también frecuentemente afectados en el alcoholismo crénico.
Aunque todos los tipos de células dentro del sistema nervioso son vulnerables a los efectos
toxicos, metabodlicos y degenerativos de alcohol, los astrocitos, los oligodendrocitos y las
células terminales sinapticas son los mas afectados, ocasionando la atrofia de la sustancia
blanca, la neuritis y el deterioro de la sinaptogénesis. Por otra parte, ademas de la
neuropatologia degenerativa cronica, los alcohodlicos corren el riesgo de padecer graves y
potencialmente mortales lesiones hemorragicas agudas y subagudas en el diencéfalo y el

tronco cerebral debido a la deficiencia de tiamina, que ejerce efectos toxicos y metabodlicos
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en la glia, la mielina y la microvasculatura. El alcohol también tiene efectos neurotoxicos y
teratogénicos devastadores sobre el desarrollo del cerebro durante el desarrollo fetal (el

llamado sindrome alcohdlico fetal).

Grupos sindrémicos Patologias

Intoxicacion alcohdlica aguda

Sindrome de abstinencia alcohdlica Temblor
Alucinaciones
Convulsiones

Delirium tremens

Enfermedades nutricionales asociadas al alcohol Enfermedad de Wernicke-Korsakoff
Ambliopia alcohol-tabaco

Pelagra

Enfermedades asociadas a la accion toxica del alcohol Demencia alcohdlica
Degeneracién cerebelosa alcoholica
Mielinolisis pontina central
Enfermedad de Marchiafava-Mignami

Polineuropatia alcohdlica
Disautonomia alcoholica

Sindrome alcohoélico fetal

Tabla 1. Transtornos neurolégicos relacionados con el abuso de alcohol

Actualmente se cree que los principales mediadores de las lesiones neurologicas

provocadas por el alcohol son:

1. Los propios efectos neurotdxicos del etanol, de sus metabolitos oxidativos y no

oxidativos (etil ésteres de acidos grasos), de las alteraciones de los canales
neuronales dependientes del calcio, de los efectos sobre los receptores de los
aminoacidos excitadores glutamatérgicos y de los inhibidores (GABA) o del
acumulo de radicales libres (McCullen et al 1984, King et al 1988, Arendt et al
1988, Harper et al 1985, Lieber et al 1988, Hemby et al 2006, De la Monte et al
2014).

2. Factores nutricionales. Los alcohdlicos cronicos frecuentemente estan malnutridos

o presentan déficits vitaminicos que complican o agravan las lesiones toxicas
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producidas por el alcohol, en especial la tiamina (Thompson et al 1983, Victor et al
1989, Korsten et al 1979, Vetreno et al 2011).

3. Factores genéticos. Durante los tltimos afios se ha demostrado una predisposicion

genética al alcoholismo, especialmente en los hijos de varones adultos con
alcoholismo crénico (Cloninger et al 1987, Schuckit et al 1985). Estudios llevados a
cabo con individuos adoptados y con gemelos han puesto de manifiesto que
alrededor del 40-60% de la variacién en la vulnerabilidad al alcoholismo tendrfa una
base genética (Heath et al 1997, Kendler et al 1992, Enoch et al 2001, Goldman et
al 2007). Recientemente se han puesto de manifiesto polimorfismos de genes
responsables de la sintesis de proteinas receptoras de neurotransmisores, tanto no
glutamatérgicos como los GABA (Devaud et al 2004) como los glutamatérgicos, y
cuya presencia en la genética del individuo se asocia al alcoholismo, al inicio precoz
del hébito alcohdlico y/o al mayor padecimiento de complicaciones graves durante
la abstinencia de alcohol (Wernicke et al 2003, Kim et al 20006, Preuss et al 2000,
Kranzler et al 2009, Ray et al 2009). Algunos estudios sugieren que existen
diferentes subtipos de alcoholismo con arquitecturas genéticas distintas (Cloninger
et al 1987). Por otra parte, algunas alteraciones genéticas pueden determinar el
desarrollo de ciertas complicaciones neuroldgicas. Asi, por ejemplo, las alteraciones
determinadas genéticamente en la enzima transketolasa pueden explicar que sélo un
subgrupo de pacientes alcohdlicos malnutridos pueda padecer el sindrome de
Wernicke-Korsakoff (Blass et al 1977). En cuanto al género, también se han
detectado diferencias en los niveles de subunidades proteicas de receptores
glutamatérgicos entre hombres y mujeres alcohdlicos (Devaud et al 2004), que

refuerzan los resultados obtenidos previamente en ratas (Devaud et al 1999).

A continuacién se describen brevemente algunos de los principales problemas

neurolégicos en el SNC secundarios al abuso de alcohol.

Intoxicacion etilica aguda

Los signos y sintomas de la intoxicacién aguda por etanol son bien conocidos y se
correlacionan con las concentraciones de alcohol alcanzadas en sangre, que traducen los
niveles de etanol en el cerebro (Goldstein et al 1983). La intoxicacién alcohodlica aguda da
lugar a dos sindromes: uno conductual, con excitacién, locuacidad, desinhibicién y
posteriormente estupor y coma, y otro cerebeloso, con ataxia, disartria y alteracion de la

coordinacion.
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En personas no alcoholicas, las concentraciones de alcoholemia superiores a 25
mg/dl ya pueden producir una inhibiciéon de las vias neuronales polisinipticas de la
formacion reticular, cortex y cerebelo. A medida que aumenta el nivel de alcoholemia dicha
inhibicién provoca una hiperexcitabilidad del cértex manifestada por euforia, locuacidad,
aumento de la sociabilidad, incoordinacion y dificultad de concentracion y raciocinio. A
concentraciones superiores a 100 mg/dl apatecen signos de disfuncién vestibular y
cerebelar que dan lugar a nistagmo, diplopia, disartria y aumento de la ataxia. La cifra en el
limite inferior a partir de la cual la mayoria de los trabajos consideran al individuo no
alcohdlico bajo los efectos de la intoxicacion aguda por alcohol es de 130 mg% (28mM).

Con estos niveles de alcoholemia puede afectarse también el sistema nervioso
autonomo, lo que explicarfa los cuadros de hipotensién e hipotermia que a veces
desarrollan estos individuos. A concentraciones superiores aparece estupor u obnubilacion,
habla incoherente, vomitos y disnea. Si se alcanzan los 400 mg/dl el paciente entra en coma
profundo. La dosis letal 50 de etanol es de 500 mg/dl por paralisis respiratoria, aunque se
han conseguido remontar pacientes con intoxicaciones de incluso 1127 mg/dl (Berild et al
1981). Sin embargo, los alcohélicos crénicos desarrollan una tolerancia al etanol, de modo
que pueden parecer sobrios a concentraciones de etanol relativamente elevadas. En la
Unidad de Alcohologia del Hospital Clinico se han observado casos de intoxicaciones
agudas de 400 mg/dl apenas sintomaticas.

Relacionadas con las intoxicaciones etilicas agudas se describen las intoxicaciones
patoldgicas y las lagunas o amnesias alcoholicas (blackont). La intoxicacion patoldgica se
refiere a la rapida aparicion de una excitaciéon extrema, con conductas irracionales o
violentas tras la ingesta de relativamente pequefias cantidades de alcohol, en lugar del efecto
sedativo habitual. Estos episodios duran minutos u horas, y suelen ser seguidos de un
estado de somnolencia, del cual el paciente se despierta sin recordar nada.

Las lagunas alcoholicas se refieren a las amnesias, en ocasiones de horas, que
algunos pacientes presentan tras una intoxicacion etilica aguda. Parece tratarse de un
trastorno agudo de la memoria de fijacion, sin alteracién de otras funciones cerebrales
como la memoria inmediata o la remota. Estos episodios no parecen relacionados con
trastornos de la conciencia, epilepsia o traumatismos craneales, y se asemejarfan de algun
modo a la amnesia global transitoria. A pesar de que suelen considerarse como un signo de
dependencia al alcohol, estas lagunas pueden apatrecer en cualquier fase del alcoholismo,

incluso en consumidores ocasionales.
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Sindrome de abstinencia alcohodlica

Tras el consumo prolongado y a dosis altas de etanol, los alcohdlicos adquieren un
estado de dependencia fisica al etanol que se caracteriza por la aparicién de manifestaciones
neurolégicas cuando el enfermo cesa o reduce drasticamente su ingesta (Sellers et al 1970).
Suelen padecerlo aquellos alcohdlicos que han consumido una mayor cantidad de alcohol
durante un tiempo mas prolongado. I.as manifestaciones del sindrome de abstinencia
alcohodlico suelen clasificarse en precoces (temblor, alucinaciones, arritmias y convulsiones)

y tardias (delirium tremens).

Sindrome de abstinencia precoz

Suele aparecer a las pocas horas de dejar de beber y persiste generalmente de 3 a 5
dias, aunque puede durar dos semanas. El sintoma mas comun es la apariciéon de un
temblor distal, fundamentalmente matutino tras la abstinencia nocturna, que suele
acompafiarse de nauseas y vomitos, llamados pituitas matutinas. Aunque es un temblor
generalizado, suele ser mas evidente en las manos, se acentda con la actividad motora o el
estrés emocional y cede con la reingesta alcohodlica. Si el paciente no vuelve a ingerir
alcohol, el temblor se intensifica y aparecen insomnio, agitacién, enrojecimiento facial,
inyeccién conjuntival, sudoracién, taquipnea e hipertension arterial. Aproximadamente un
25% de los pacientes abstinentes con temblor refieren ademas pesadillas, ilusiones y
alucinaciones, generalmente visuales, pero también auditivas, tactiles y olfatorias. Las
alucinaciones visuales suelen incluir la visién de insectos o zoopsias, que no son especificas
de la abstinencia alcohdlica, la visién de animales o personas imaginarias..

El etanol es capaz de inducir crisis convulsivas en los pacientes epilépticos. La
prevalencia de epilepsia en alcohodlicos dependientes es tres veces superior a la de la
poblacién general. Por otro lado, entre un 5 y un 15% de los enfermos alcohdlicos crénicos
presentan en las primeras 48 horas de abstinencia un cuadro convulsivo unico o
acumulado, y excepcionalmente (2% de los casos) pueden llegar a un estado epiléptico (Ng
et al 1988). En el contexto de la poblacién general, el abuso del alcohol es un importante
precipitante del estado epiléptico (9-25% de los casos segin las series). Suelen tratarse de
convulsiones ténico-clonicas generalizadas de tipo gran mal y pueden acompafarse de
alucinaciones y temblor. La aparicion de convulsiones en el periodo de abstinencia

alcohdlica se relaciona actualmente con cambios en el flujo de calcio y cloro a través de los

receptores NMDA y GABA (Hillbom et al 2003).
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Delirium tremens

Hasta un 30% de estos pacientes desarrollan posteriormente un cuadro de delirium
tremens, que aparece entre las 48 y las 72 horas de la dltima ingesta alcoholica. La presencia
de fiebre alta, malnutricién y alteraciones hidroelectroliticas favorecen la apariciéon de esta
complicacion (Naranjo et al 1986).

El delirinm tremens se caracteriza por obnubilacién, agitacion, insomnio, temblor, y
alucinaciones vividas, junto a signos de hiperactividad del sistema nervioso auténomo
(fiebre, taquicardia, midriasis y diaforesis profusa). En la mayoria de ocasiones su curso es
benigno, no dura mas de 72 horas y acaba subitamente, tal como empezé. Tras el periodo
de agitacién e insomnio, el paciente cae en un suefio profundo y se despierta lucido,
tranquilo y exhausto, sin recordar nada del episodio pasado. No obstante, en el 5-15% de
los casos la evolucion es térpida y puede originar la muerte del paciente, a veces sin
complicaciones objetivables que la justifiquen. El examen anatomopatologico del cerebro
de estos enfermos sélo suele mostrar un edema cerebral, sin otras alteraciones manifiestas.
El examen del liquido cefalorraquideo suele ser normal. Por dltimo, en algunas ocasiones,
los pacientes alcohélicos pueden presentar otras manifestaciones clinicas del sindrome de
abstinencia alcohdlica, como arritmias cardiacas, oftalmoplejia internuclear o estados

confusionales, que si se presentan aisladas pueden ser dificiles de reconocer como tales.

Sindrome de Wernicke-Korsakoff

Se trata de un cuadro neurolégico habitualmente originado por un déficit de
tiamina, que se observa con relativa frecuencia en los pacientes alcohodlicos croénicos,
aunque también puede observarse en enfermos con malabsorcion, anorexia asociada a
neoplasias y quimioterapia, obstruccién intestinal alta, intoxicaciones, tirotoxicosis,
hemodialisis e hiperemesis gravidica.

En la descripcion clasica, la encefalopatia de Wernicke se definié como un cuadro
clinico de aparicién aguda caracterizado por alteraciones oculomotoras, ataxia y estado
confusional. Su apariciéon estd intimamente ligada con una malnutricién y una ingesta
prolongada de etanol, por lo que la mayoria de pacientes presentan otras manifestaciones
de su alcoholismo crénico, tales como signos de abstinencia alcohdlica, neuropatia
periférica o hepatopatia crénica (Victor M et al 1989).

En el 96% de los casos se observan alteraciones oculares como nistagmo, paralisis
del recto externo bilateral y paralisis de la mirada conjugada. Es excepcional la presencia de
lesiones del resto de pares craneales, aunque algunos pacientes presentan ptosis palpebral,

tipicamente bilateral, alteraciones pupilares y hemorragias retinianas. La oftalmoplejia
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externa total y la internuclear son poco frecuentes. La ataxia se observa en un 87% de los
casos y se debe a una combinacién de las lesiones cerebelosas, vestibulares y de neuropatia
periférica.

En la mayor parte de los casos se observa una alteracién variable del estado de
conciencia. Un 15% de estos pacientes sufren ademas un cuadro de delirium tremens que
enmascara cualquier otra manifestacion clinica. El resto de los pacientes suelen presentar
un cuadro confusional global. De no tratarse adecuadamente el paciente puede entrar en un
estado de estupor y coma, sobreviniendo la muerte en un plazo de una o dos semanas
(Harper et al 1980).

El diagnéstico es clinico, aunque la neuroimagen puede detectar el incremento de la
seflal en T2 en la regidon paraventricular del tdlamo, en regién periacueductal, o atrofia de
los cuerpos mamilares. En todo caso la ausencia de anormalidades radiolégicas no excluye

el diagndstico (Antanez et al 1998).

Demencia alcohdlica

Los pacientes alcohdlicos crénicos que consumen dosis altas (siempre superiores a
80 g/dia) durante afios pueden padecer un deterioro de las funciones supetiores por lesion
neurolégica a nivel encefalico, que afecta tanto a la sustancia gris como a la blanca, y que
no dependen del grado de nutricion, sino al parecer directamente de la intensidad lesiva del
propio toxico (Nicolas et al 1997).

Aproximadamente un 10% de los alcohdlicos crénicos presentan un cuadro de
deterioro mental grave que les impide el mantenimiento de una vida social normal, aunque
hasta el 50-70% presentan alteraciones objetivables de su funcién mental, como la memoria
y la capacidad para desarrollar tareas complejas como conducir (Maylor et al 1987,
Hindmarch et al 1991). Asimismo, muchos pacientes alcohodlicos créonicos llegan a
desarrollar un auténtico sindrome frontal o prefrontal, con alteraciones cognoscitivas,
pérdida de la iniciativa y espontaneidad, junto a cambios de personalidad con conductas
desinhibidas, aumento de la locuacidad, pérdida del tacto en las relaciones sociales y
dificultad de adaptacién a nuevas situaciones. En un estudio realizado en la Unidad de
Alcohologia del Hospital Clinic se demostré que un 75% de los alcohdlicos asintomaticos
presentan una disfuncién frontal demostrada por pruebas neuropsicolégicas y
determinacién del flujo cerebral regional mediante SPECT. Sin embargo, sélo un 25% de
estos pacientes presentaban atrofia frontal detectada por analisis morfométrico de la TC

cerebral (Nicolas et al 1993).
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En los estudios necropsicos se ha comprobado que el peso de los cerebros de los
pacientes alcoholicos cronicos era significativamente inferior al de una poblaciéon control
de edad y talla similar (Torvik et a 1982, Harper et al 1985). Al parecer las lesiones estan en
relacién con la intensidad de la ingesta. En individuos consumidores de dosis moderadas
(30 a 80 g/dia) al parecer no se detectan diferencias significativas en la anatomia cerebral
con respecto a los controles, aunque si una tendencia a la reduccién en el peso cerebral, el
aumento de los ventriculos, y en el espacio entre cerebro y craneo (Harper et al 1988). A
nivel microscopico, en consumidores de dosis diarias entre 41 y 80 g/dia (de 3 a 6 bebidas)
durante mas de 20 afios, se objetivan nimeros significativamente menores de células de
Purkinje en el cerebelo, pero sin atrofia cerebelar macroscépica (Karhunen et al 1994).
Estudios neuropatolégicos cuantitativos han demostrado una reduccién en el nimero y el
tamafno de las neuronas corticales en los pacientes alcohdlicos crénicos con respecto a un
grupo control de edad similar, especialmente en los 16bulos frontales, y también, aunque en
menor proporcion, en los 16bulos temporales.

Las lesiones observadas en los alcohdlicos cronicos no se limitan al cortex.
También se ha detectado una mayor atrofia de la sustancia blanca respecto a la gris (De la
Monte et al 1988) y una reduccion significativa en el numero de espinas dendriticas de las

neuronas corticales piramidales (Ferrer et al 1986, Galofré et al 1987).

Degeneracion cerebelosa alcohélica

Aproximadamente la mitad de los pacientes alcohdlicos crénicos presentan una
degeneracion del cortex cerebeloso, especialmente de la porcion anterosuperior del vermis
y, en los casos mas avanzados, de las areas hemisféricas cerebelosas (Victor et al 1959). Se
caracteriza clinicamente por una ataxia del tronco y extremidades inferiores que condiciona
una marcha inestable con gran aumento de la base de sustentacion. La coordinacién de las
extremidades superiores suele estar respetada. Acompafiando a esta ataxia pueden
observarse nistagmo, disartria o temblor, aunque tales sintomas son dificiles de diferenciar
de los cuadros de intoxicacién alcohdlica aguda o de los sindromes de abstinencia. Casi
siempre los sintomas se presentan de forma crénica, aunque en ocasiones pueden aparecer
de forma aguda y transitoria. Se han observado casos de remisién de los mismos si se
consigue una abstinencia alcohdlica prolongada y una adecuada nutricién de los pacientes.

Desde el punto de vista anatémico, la lesion se localiza en la porcion anterosuperior
del vermis, en la que se observa una pérdida neuronal y gliosis de la capa molecular,
glandular y especialmente, de las células de Purkinje; asimismo, se ha comprobado una

reduccion significativa de la arborizaciéon dendritica de las células de Purkinje. También
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puede observarse una degeneraciéon secundaria de las olivas y de diferentes nucleos
cerebelosos, como el globoso y vestibular (Ferrer et al 1984).

La etiologia de este proceso no se conoce con exactitud, aunque un estudio
realizado en el Hospital Clinic de Barcelona (Nicolas et al 2000) evidencié que tanto la
malnutricién como el consumo diario supetior a 140 g/dfa durante un minimo de 10 afios

resultaron factores independientemente asociados al desarrollo de atrofia cerebelosa.
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EL SISTEMA GLUTAMATERGICO: ASPECTOS
MOLECULARES, FARMACOLOGICOS Y
FUNCIONALES

El glutamato es un aminoacido dicarboxilico no esencial que desempefia un papel
central en los procesos de transaminacion y en la sintesis de distintos aminoacidos, como es
el caso de la prolina, oxiprolina, ornitina y arginina. Se acumula en proporciones
considerables en el cerebro (100-150 mg por 100 gr de tejido fresco). Procede
mayoritariamente de la desaminacion de la glutamina, por accién de la glutaminasa. Es un
componente importante de muchas proteinas, tiene un papel como intermediario en el
metabolismo energético, y es precursor del GABA, el principal neurotransmisor inhibidor.
El balance entre ambos aminoacidos controla la excitabilidad del SNC (Hamberger et al
1993).

El glutamato no atraviesa la barrera hematoencefalica, se sintetiza en la mitocondria
de la neurona a partir de glucosa y varios precursores. Después de sintetizarse se libera
hacia el citoplasma en donde se acumula en vesiculas sinipticas por un proceso
dependiente de Mg'*/ATP’. La propagacién del impulso nervioso hacia la terminal
axonica, promueve la liberaciéon de Glu en la sinapsis a través de un mecanismo
dependiente de la concentracién intracelular de Ca’”, mediante un proceso de exocitosis,
para interactuar con sus receptores especificos.

El glutamato forma parte de los llamados aminoacidos excitadores (AAE)
(glutamato, aspartato y otros compuestos relacionados), que son los principales
neurotransmisores excitadores del SNC de los mamiferos. Estin presentes en la gran
mayoria de sinapsis, en las que desempefian un papel fundamental en muchas de sus
funciones (Marco-Igual 1995a). De hecho la mayor parte de las vias excitadoras del SNC
son de naturaleza glutamatérgica, en particular las fibras de origen cortical que inervan las
estructuras subcorticales, asi como las fibras cértico-corticales y de los sistemas sensoriales.
Tienen especial relevancia en el hipocampo, la corteza cerebral, el estriado, el cerebelo y la
médula espinal. Las neuronas y las células gliales comparten los mismos tipos de receptores
de glutamato, excepto los NMDA, que estin ausentes en la glia. El glutamato es
probablemente el principal excitador glial y la forma mas prevalente de sefializacion
neurona-glia. De entre los AAE, el glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del

SNC (Orrego et al 1993).
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Ademas de mediar en la neurotransmision excitatoria, los receptores
glutamatérgicos (RG) participan también en los cambios en la transmisiéon y plasticidad
sinapticas, relacionadas con el desarrollo de la memoria y el aprendizaje, y en la formacion

de canales neurales durante el desarrollo (Dingledine et al 1988, Monaghan et al 1989).

CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

Los receptores de glutamato se clasifican farmacolégicamente en 2 subtipos: los

asociados a canales i6nicos, o ionotrépicos, y los ligados a proteinas G, o metabotrépicos.

De los receptores metabotrépicos existen al menos 8 subtipos, denominados
mGluR1-mGIuR8. Basandose en la similitud estructural y farmacoldgica, se pueden
emparejar en tres subgrupos, que estain formados por los subtipos mGluR2 y mGluR3,
mGluR1 y mGluR5, mGluR4, mGIluR6, mGIluR7 y mGluR8. Se hallan ampliamente
distribuidos por todo el cerebro, con localizaciones diferentes segin cada subtipo
(Nakanishi et al 1992). Son considerablemente mas grandes que los otros miembros
conocidos de la familia de receptores ligados a las proteinas G, a través de cuya interaccion
actian activando sistemas de segundo mensajero. Los mGluR1 y mGIuR5 favorecen la
formacion del Inositol (1, 4, 5)-trifosfato (IP3), que moviliza los depésitos intracelulares de
calcio, y de diacilglicerol, que activa a la fosfoquinasa C. Los cuatro restantes inhiben la
formacién del AMPc. En el hipocampo regulan la excitabilidad neuronal suprimiendo las
corrientes de potasio (Bashir et al 1993). Al parecer, existen evidencias que sugieren que la
excitabilidad de grupos de neuronas GABAérgicas en el hipocampo es controlada a través
de la activacion persistente de diferentes receptores glutamatérgicos, en concreto mGIluR2,
mGluR3 y mGluR8 (Losonczy et al 2003). Estos receptores pueden desempefiar un papel
importante en areas del hipocampo y del cerebelo implicados en la PLP y DLP, y es
probable que estén intimamente relacionados con el desarrollo y maduracién sinapticos
(Barnes et al 1992, Klausnitzer et al 2004). Pueden funcionar en aspectos mas a largo plazo
del control celular, operando a través de proteinas G y sistemas de segundo mensajero
(Gasic et al 1992).

En cuanto a los receptores ionotrépicos, en éstos la unién del glutamato a su

receptor resulta en un cambio conformacional del mismo, que permite el paso de cationes
de calcio y sodio a través de un canal ib6nico especifico. Se han subdividido en tres grupos,
atendiendo a sus agonistas especificos: alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato

(AMPA), kainato y N-metil-D-aspartato (NMDA). Sin embargo, dado que no hay ningun
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agonista ni antagonista que diferencie claramente los receptores AMPA vy kainato, se tiende
genéricamente a referirse a ellos como receptores no-NMDA (Ozawa et al 1998).

Los receptores AMPA y kainato controlan un canal idénico permeable al sodio y
potasio, mientras que el receptor NMDA es ademas permeable al calcio. Acto seguido
estos canales i6nicos interaccionan directamente con proteinas G o con proteinquinasas.
Los receptores AMPA y kainato median los relevos rapidos de la informaciéon en los
circuitos excitadores, con un inicio y final rapido, mientras que el receptor NMDA es
activado por un estimulo potente, que provoca una despolarizacion relativamente
sostenida, con un aumento y descenso de varios cientos de milisegundos, que puede llevar
a descargas repetidas, y participar asi en el mantenimiento de la actividad neuronal.

La sinapsis mas comun de los AAE contiene receptores NMDA asociados a
receptores no NMDA, generalmente AMPA, pudiendo mediar estos ultimos la principal
respuesta sinaptica rapida independiente del voltaje, favoreciendo de paso la activacion
dependiente del voltaje del receptor NMDA (Seeburg et al 1993). Asi, los receptores
NMDA pueden al activarse actuar como un sistema de amplificacién, y su activacion es
crucial para la inducciéon y mantenimiento de alteraciones prolongadas de la eficiencia
sinaptica, como la potenciaciéon a largo plazo (PLP) y la depresion a largo plazo (DLP)
(Barnes et al 1992).

Se han identificado 14 ADN complementarios, 4 para las subunidades AMPA
(GluR1, GluR2. GluR3 y GluR4), 5 para las subunidades kainato (GluR5, GIluR6, GluR7,
KA1 y KA2), y 5 para las subunidades NMDA (NR1, NR2A, NR2B, NR2C y NR2D).
Ademas, 2 ADN complementarios para subunidades delta (01 y 82), cuya funcién es hasta
hoy desconocida. Ademas de la multiplicidad de genes, la diversidad molecular de los
receptores ionotropicos se ha visto claramente incrementada por variantes debidas a
ediciones de ARN alternativas.

Los RG ionotrépicos comparten un nimero de propiedades en comun con los
demas miembros de la superfamilia de los canales i6nicos. Cada subunidad posee 4
regiones transmembrana (TM1-TM4) hidrofébicas, una extensa regién N-terminal
extracelular, un extenso bucle entre TM3 y TM4 también extracelular, y un extremo C-
terminal intracelular. Ademas, cada subunidad posee también lugares potenciales para la
regulacion por fosforilizacién colocados en el lado interior de la membrana (Barnes et al
1992, Laube et al 1997). La fosforilizacién por proteinquinasas es un mecanismo mayor en

la regulacion funcional de los receptores ionotropicos de glutamato, y puede tener un papel
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prominente en ciertas formas de plasticidad sinaptica, como la PLP y la DLP (Raymond et
al 1993).

La conduccién de calcio a través de los receptores glutamatérgicos es un factor
importante para la activaciéon de las enzimas intracelulares dependientes de calcio, la
induccion de la PLP y la neurotoxicidad.

Pasamos a comentar brevemente algunos aspectos de los receptores ionotrépicos,

y en especial de los NMDA.

COMPLEJO RECEPTOR-IONOFORO NMDA. ESTRUCTURA MOLECULAR

DEL RECEPTOR NMDA

Los receptores glutamatérgicos ionotrépicos son complejos heteroméricos de varias
subunidades receptoras proteicas. El receptor NMDA en particular estd formado por
proteinas agrupadas en hasta tres familias de subunidades: NR1, NR2 y NR3, aunque en los
esquemas clasicos del receptor sigue trabajandose con el complejo NR1-NR2 (Figura 1).
Las multiples isoformas del receptor, que se distribuyen distintamente y que poseen
diferentes propiedades funcionales, se explican por la diferente transcripciéon de las
subunidades NR1 y NR2. Por tanto, el dimero NR1-NR2 se considera la estructura base de
organizacién funcional en cada receptor, en donde se localizan los diversos sitios de union
y de reconocimiento para diferentes ligandos, tanto fisiolégicos como farmacologicos.

Globalmente, el receptor esta formado por un heterotetramero o pentimero
constituido por dos dimeros conformados por las subuidades NR1-NR2. La subunidad
NR1 posee un sitio de unién para la glicina (Gli), y la NR2 uno para el glutamato (Glu), por
lo que cada receptor posee dos sitios de unién para ambos ligandos (Schiiler et al 2008). La
subunidad NR1 esta codificada por un gen unico, sin embargo, el transcrito puede generar
al menos ocho isoformas. Para las subunidades tipo NR2 existen cuatro genes diferentes
que codifican para las subunidades NR2A, NR2B, NR2C y NR2D. En cada receptor hay
un numero vatiable de subunidades NR2A, B, C y/o D (Dodd et al 1992, Michaelis 1998).

Las funciones de las dos diferentes subunidades de receptor son diferenciadas y
complementarias. Las NRI1, distribuidas extensamente en el cerebro, son las que
fundamentalmente dan forma al receptor heteromérico (Nakanishi et al 1992), y estan
compuestas por 938 aminoacidos. Al parecer, las subunidades NR1 homoméricas pueden
producir receptores con canales que aunque son activados por Glu o NMDA, en presencia
de Gli, presentan corrientes de muy baja amplitud con respecto a los receptores formados

por la combinacién de subunidades NR1-NR2. Por su parte, las subunidades NR2 NR2A-
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NR2D estan compuestas por 1464, 1482, 1250 y 1323 aminoacidos respectivamente, tienen
localizaciones mas concretas, y no pueden formar por si solas receptores con canales
activos funcionantes, por lo que sélo se les considera moduladores. Sin embargo, la co-
expresion de subunidades NR1 con miembros de la segunda familia de subunidades del
receptor NMDA (NR2A, B, C, y/o D), da como resultado receptores con caractetisticas
similares a los receptores nativos (Ikeda et al 1992).

Se ha demostrado la existencia de dos variantes de la subunidad NR3 (a y b)
codificada por genes distintos (Das et al 1998). La variante NR3a se expresa en todo el
SNC y la expresion de la variante NR3b se restringe exclusivamente a las neuronas
motoras. La subunidad NR3, al igual que la subunidad NR2 es una subunidad reguladora,
cuya presencia disminuye las corrientes idnicas generadas por la activaciéon de los
heteromeros NR1/NR2, por lo que tiene un efecto inhibidor sobre la actividad del
receptor (Hawkins et al 1999). Estudios posteriores demostraron que la co-expresion de
NR1/NR3b forma receptores de glicina excitadores, insensibles al Glu, al NMDA, y al
bloqueo por Mg"". Por este motivo se ha propuesto que este tipo de teceptores podtia
intervenir en la activacion de las llamadas sinapsis silenciosas de NMDA.

El dimero NR1-NR2 se considera la estructura base de la unidad funcional del
receptor, donde se localizan los diversis sitios de unién y de reconocimiento para diferentes
ligandos, tanto fisiolégicos como farmacologicos. Cada subunidad de receptores
ionotrépicos posee una estructura molecular muy semejante, el cual se organiza en cuatro
dominios funcionales que representan una unidad funcional:

o Un dominio extracelular, con el amino (N) terminal

o Bl dominio de union al agonista (Dani et al 1995).

o Una region transmembrana, formada por cuatro segmentos hidrofébicos (M1 a

M4) en donde el segmento M2 que ingresa parcialmente a la membrana

conforma el canal iénico

e Un dominio del carboxilo (C) en la regién intracelular

Adicionalmente en el dimero NR1-NR2, y particularmente en la region extracelular
de NR2, existen sitios de union para ligandos exdgenos como las poliaminas, sitios redox
para protones y zinc (que pueden regular la actividad del receptor NMDA), asi como

esteroides, etanol, ifenprodil y otras sustancias.
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Figura 1. Esquema del canal NMDA, proteina tetramérica formada basicamente por dos
tipos de subunidades, llamadas NR1 y NR2. Son necesarias 4 o 5 subunidades para
conducir cationes. Cada subunidad posee 4 regiones transmembrana (M1-M4), una extensa
region N-terminal extracelular, y un extenso bucle entre M3 y M4, con lugares potenciales
para la regulacién por fosforilizacién colocados en el lado interior de la membrana.

Subunidades NR1

Es el producto de un solo gen. El ARNm de la subunidad NR1 comienza a
expresarse en el cerebro de rata a partir de los 14 dfas de desarrollo embrionario,
aumentando sus niveles gradualmente hasta tres semanas después del nacimiento Existen
ocho variantes de procesamiento para el ARNm de NR1 (NR1-1a/4a y NR1-1b/4b),
generadas por las diferentes combinaciones de tres exones (o partes no fragmentables del
ADN del gen que llevan informacioén para la sintesis proteica), los nimeros 5, 21 y 22
(Stephenson et al 2006).El exon 5 codifica la llamada region N1 en el dominio amino-
terminal extracelular de la subunidad NR1, una secuencia de 21 aminoacidos, cuya ausencia
o presencia en la subunidad delimita dos isoformas, a (-E5) y b (+E5). Este exon es
responsable de las diferencias en la sensibilidad de los receptores NMDA a los iones
hidrégeno, zinc, y las poliaminas como la espermina (Dingledine et al 1999). En las
isoformas que contienen el exén N1, ni las poliaminas ni el Zn" potencian la estimulacién
pot Glu, posiblemente por su naturaleza catiénica y su repulsion por el exén. También se
relacionan con la presencia del exén N1 propiedades como la afinidad de los receptores
por los agonistas, y su sensibilidad a los antagonistas APV (acido D-(-)-2-amino-5-
fosfonopentanoico), CPP, 7-CK y MK-801. La sensibilidad al pH de los NMDA también
esta determinada por la presencia del exén 5. A pH fisiolégico los receptores que incluyen
esta variante se activan completamente, mientras que los receptores que carecen del exén 5

estan inhibidos de forma parcial (Traynelis et al 1995, Lyuboslavsky et al 2003).
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Por su parte los exones 21 y 22 codifican tres secuencias aminoacidicas en la region
C- terminal intracelular de la subunidad: C1, C2 y C2’. Tienen un papel importante en la
regulacion y localizacion del receptor NMDA en la membrana celular. El exén 21 codifica
C1 (37 aminoacidos), susceptible de forsforilacion por las fosfoquinasas PKC y PKA
(Zukin et al 1995), e involucrado en la regulacién positiva de NR1 en respuesta al Glu, y
que puede interaccionar con la calmodulinquinasa, que modula negativamente la actividad
del receptor NMDA (Ehlers et al 1996, Rycroft and al 2004). Ademas, la region Cl
presenta también sitios de interaccién con neurofilamentos y secuencias de retencion en el
reticulo endoplasmico que participan, respectivamente, en el posicionamiento y transporte
de los NMDA en la membrana (Hoffman et al 2003)

En el procesamiento del exén 22, el uso variable de un sitio aceptor hace posible la
expresion, alternativamente, de dos unidades diferentes, C2 o C2', de 38 aminoacidos.
Tanto C2 como C2’ contienen dos secuencias consenso para la fosforilaciéon por PKC. En
la unidad C2', los aminoacidos del extremo C-terminal constituyen un dominio de unién a
proteinas PDZ (Postsynaptic Density-95/Discs Large/Zonula Occludens-1-binding
Motif), que permiten la asociacion del NMDAR en clusters sobre la superficie celular
(Okabe et al 1999, Scott el at 2001). Ademas, mediante la interacciéon con las proteinas
PDZ, estos dominios pueden enmascarar las sefales de retenciéon en el reticulo
endoplasmico presentes en C1, facilitando el transporte y ensamblaje de los receptores
NMDA a la membrana. En algunas variantes C2', la pérdida adicional de la unidad C1, y la
consecuente eliminacién de las secuencias de retencién en el reticulo endoplasmico
promueven ain mas la llegada a la membrana de estas formas de NR1. Los exones C2 y
C2’ intervienen en el transporte, inserciéon y mantenimiento de la subunidad NR1 en la
membrana sindptica y conjuntamente con las N1 y las C1 influencian la funcionalidad del
receptor NMDA (Logan et al 1999). Por otro lado, se ha demostrado que el procesamiento
en el sitio C2/C2' estd regulado por la actividad sinaptica y que existe, por tanto, una
relacién entre el nivel de actividad, el procesamiento y el trafico de subunidades a la
membrana durante la modificacién de sinapsis excitatorias. En situaciones patolégicas,
como la secciéon experimental del nervio Optico, se han demostrado cambios en la
expresion de las isoformas de NR, incrementandose diferencialmente las isoformas NR1b,
que aportan a las células afectadas una ventaja significativa para su supervivencia (Kreutz et
al 1998). Resulta evidente que el trafico y ensamblaje de las subunidades del receptor
NMDA son procesos finamente regulados y que, particularmente en el caso de NR1

constituyen pasos criticos para su expresion en la membrana plasmatica.
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Subunidades NR2

La diversidad en las propiedades farmacolégicas y biofisicas de los receptores
NMDA nativos, que influyen directamente en la duracién de las corrientes excitatorias
postsinapticas, dependen en gran parte de la naturaleza de las subunidades NR2 presentes
en el receptor. Por dicho motivo las NR2 son consideradas subunidades moduladoras
(Monyer 1994, Vicini 1998). Por ejemplo, la presencia de una subunidad NR2A versus una
NR2B altera la duraciéon de las corrientes sinapticas, y la presencia de diferentes
subunidades NR2 en un receptor afecta la afinidad de dicho receptor por agonistas y
antagonistas (Kutsuwada et al 1992).

En general, todas las subuindades NR2 presentan un dominio intracelular C-
terminal (fundamental para la funcién y localizaciéon de estas subunidades en la membrana
sinaptica) mucho mas extenso que el de las NR1. Ademas tienen en sus aminoacidos del
extremo C-terminal dominios de interacciéon con proteinas PDZ, que no solo facilitan la
asociacion de Iso receptores NMDA en clusters sobre la superficie celular, sino que, al igual
que en los NRI1, pueden contribuir a su estabilidad al enmascarar los dominios de
internalizacién. En consecuencia, las subunidades NR2 (NR2A y NR2B) modulan la
cantidad de receptores NMDA funcionales en la superficie celular, aunque no modifican

directamente la intensidad de la corriente mediada por los NMDA (Prybylowski et al 2002).

Subunidades NR3
Se conocen dos isoformas de subunidad NR3, llamadas NR3A y NR3B. En ratas, la

subunidad NR3A al parecer se expresa primariamente durante el desarrollo, y se expresa
mayoritariamente a los 7-10 dias tras el nacimiento, predominando en cortex e hipocampo
(Al-Hallaq et al 2002). Al parecer actia como un modulador negativo de la actividad del

NMDA, formando complejos glutamatérgicos con subunidades NR1 y NR2.

DISTRIBUCION DE LA SUBUNIDADES DE 1.OS RECEPTORES NMDA

Los receptores NMDA se encuentran ampliamente distribuidos por todo el
cerebro, aunque predominan en el prosencéfalo (cerebro anterior). Los niveles mas altos se
encuentran en la regién CA1 del hipocampo.

La distribucion de cada subunidad ha sido estudiada mediante técnicas
histoquimicas de hibridacién in situ (Mori et al 1995, Laurie et al 1995). E1 ARNm de las
NR1 esta abundantemente distribuido por todo el cerebro. Al estudiar la localizacion

mediante técnicas de inmunomarcaje de anticuerpos contra residuos aminoacidos de las C-
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terminales, se han localizado preferentemente en las zonas post-sinapticas, en las vesiculas
sinapticas y en las dendritas asociadas. Las isoformas NR1-1a y NR1-2 se distribuyen
abundantemente por todo el cerebro, excepto en el coliculo inferior. Las NR1-1b y las
NR1-4 se localizan en lugares similares en determinadas areas: cortex parietal, CA3 del
hipocampo, talamo, coliculo inferior, y células granulosas cerebelosas. Las NR1-1 siguen un
patron complementario a las NR1-4 en todo el cerebro. Estas ultimas se expresan
abundantemente en el talamo y coliculo inferior. En contraste, las NR1-3 son escasas en
todas las estructuras.

Por su parte, las cuatro subunidades NR2 se distribuyen en diferentes patrones
regionales. EI ARNm de las NR2A se distribuye ampliamente por todo el territorio
cerebral, pero predomina en el cértex cerebral, hipocampo, y cerebelo. Las NR2B se
encuentran selectivamente en el prosencéfalo, con una expresion maxima de su ARNm en
le coértex cerebral, hipocampo, septo, caudado-putamen (estriado), y bulbo olfactorio. Las
NR2C se expresan predominantemente en la capa de células granulosas del cerebelo, con
una débil representacién en el bulbo olfactorio y el talamo. Bajos niveles de NR2D se han
detectado en el talamo, tronco del encéfalo y bulbo olfactorio. Las NR2C y NR2D se han
encontrado en un subgrupo de neuronas hipocampales, probablemente en interneuronas
(Monyer et al 1994).

A lo largo del crecimiento y desarrollo existen cambios en la abundancia de las
diferentes NR2. Asf, las NR2B y las NR2D son mas prominentes durante el periodo
prenatal. Las NR2A y las NR2C no se han detectado antes del nacimiento (Watanabe et al
1992). El cambio mas dramatico es el cambio de subunidades NR2B, que se expresa
abundantemente en el periodo embrionario, y que son totalmente sustituidas por NR2C en
las células granulosas cerebelosas. Dado que las propiedades funcionales de los receptores
NMDA, como el bloqueo por el Mg”" y la cinética de despolarizacién de la membrana
dependen de cudles de las subunidades NR2 conformen el receptor, es razonable que los
diferentes patrones de expresion de los genes NR2 estan diseflados para ajustar

exactamente sus funciones tanto en el cerebro embrionario como en el adulto (Tang et al

1999).

CARACTERISTICAS ELECTROFISIOLOGICAS DEL RECEPTOR NMDA

El bloqueo por Mg dependiente de voltaje es mayor a los potenciales negativos
en los receptores NR1a/NR2A y NR1a/NR2B (2,4 y 2,1uM), comparados con los
receptores NR1a/NR2C y NR1a/NR2D (14,2 y 10,2uM). Por tal motivo los diferentes
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subtipos de receptores NMDA son activados a distintos rangos de potencial de membrana
(Jatzke et al 2002). La constante de tiempo de cietre de estos heterémeros (NR1a/NR2A)
es rapida, siendo de 3 a 4 veces menor que la de los heterémeros NR2B o NR2C, y hasta
40 veces menor que la de los heteréomeros de la subunidad NR2D (Monyer et al 1994); que
ademas se distinguen por ser canales de mas alta conductancia que los formados por las
subunidades NR1a/NR2C y NR1a/NR2D.

La expresion de las subunidades NR1a y NR2B se correlaciona con la distribucion
de los receptores de NMDA con alta afinidad por los agonistas (Erreger et al 2007). Como
se ha comentado en el apartado anterior, en la rata la subunidad NR2B se expresa
predominantemente en el cerebro anterior de los neonatos, asi como en el estriado medio y
en el cerebelo, del que practicamente desaparece en los adultos (Goebel et al 1999). Los
estudios funcionales demuestran que los receptores que incluyen esta subunidad presentan
una mayor afinidad por los co-agonistas Glu y glicina que los receptores NR1a/NR2A. Los
heterémeros NR1a/NR2B presentan una mayor permeabilidad e influjo de Ca™ vy se
activan a menores concentraciones de Glu que los heterémeros NR1a/NR2A. La inserciéon
de la subunidad NRla con la subunidad NR2A y NR2B, forma receptores altamente
sensibles al bloqueo por Mg"", cuya activaciéon precisa una mayor despolarizacién (Cull-
Candy et al 2001).

Estudios en células granulares cerebelares de ratones para la subunidad NR2C
demostraron un aumento en las corrientes postsinapticas excitatorias, comprobando la baja
probabilidad de apertura de los receptores NR1/NR2C y el riapido decaimiento de las
corrientes (Cathala et al 2000). Por el contrario, en comparaciéon con los heterémeros
NR1a/NR2A, NR1a/NR2B y NR1a/NR2C, la subunidad NR2D presenta una mayor
afinidad al Glu, es poco sensible al bloqueo por Mg, y el tiempo de cierre del canal de los
heterémeros donde estd presente es muy lento, por lo que esta subunidad desempena un
papel muy importante en el dafio neuronal excitotoxico (Lester et al 1990). Ademas, esta
actividad podtia resultar en una lenta pero prolongada entrada de Ca'" en la célula,
coordinando la actividad pre y postsinaptica permitiendo un grado de flexibilidad temporal
para la formacion de ciertas sinapsis en el desarrollo, que es la etapa de mayor expresion de

la subunidad NR2D (Monyer et al 1994).

CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS DEL RECEPTOR NMDA

La regulacion funcional del receptor NMDA es muy compleja, y se realiza mediante

diversos mecanismos que se interrelacionan. El receptor NMDA contiene un lugar de
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reconocimiento para el glutamato (Glu), otros dos dentro del canal iénico en los que se
unen al magnesio y los anestésicos disociativos del tipo de la fenciclidina (PCP), y sitios
moduladores para la glicina, poliaminas y cinc, acoplados alostéricamente a diferentes
localizaciones del receptor (figura 2). En los lugares moduladores, la glicina y las poliaminas
aumentan la respuesta del receptor a sus agonistas, mientras que el cinc, el magnesio y los
anestésicos disociativos son inhibidores. La estimulacién del lugar de glicina parece ser un
requerimiento absoluto para que se active el receptor NMDA, por lo que se considera a
este aminoacido como un coagonista del glutamato (Monaghan et al 1989, Scatton et al
1991).

El receptor NMDA sélo puede ser activado por el Glu bajo unas rigidas
condiciones fisiologicas. La activacion del receptor se asocia a un cambio de conformacion
de la proteina receptora, que abre el poro y permite a los cationes cruzar la membrana bajo
la fuerza de sus gradientes electroquimicos, resultando en una despolarizaciéon de la
membrana y una excitaciéon neuronal (Scatton et al 1991). En el caso del canal iénico
NMDA, es altamente permeable al sodio y potasio (al igual que el resto de RG
ionotrépicos), asi como al i6n cesio (Cs”).

Un requisito imprescindible para la activaciéon de los receptores NMDA es la
despolarizacion de la membrana. Un cambio positivo en el potencia transmembrana puede
facilitar que el canal i6nico del receptor se abra, expidiendo iones Mg”" que bloquean el
canal hasta su salida. Esta propiedad es fundamental en el papel que juega el receptor
NMDA en la memoria y aprendizaje, y se ha sugerido que este canal es un substracto
bioquimico del aprendizaje Hebbiano (teorfa sobre la plasticidad sinaptica en la que la
eficacia de la misma se verfa reforzada por estimulos repetitivos y simultaneos a nivel
postsinaptico), donde puede actuar como un factor coincidente para la despolarizacion de

la membrana y la trasmision sinaptica.

La co-agonista glicina

El efecto de la glicina es detectable a bajas concentraciones, y no es simplemente un
potente potenciador de la respuesta NMDA, sino un elemento imprescindible para la
apertura del canal NMDA, de manera que actia como co-agonista (Johnson et al 1987).
Dicha accién co-agonista no es bloqueada por su antagonista estrictina. Las respuestas
NMDA son detectables en cultivos y preparaciones de cortes de cerebro debido a la
presencia de glicina endégena.

La sustitucion de los residuos NR2B en la region que precede a la region M1 y en el

bucle que separa M3 y M4 causa una marcada disminucién en la afinidad del glutamato sin
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afectar a la respuesta a la glicina. Sin embargo, la mutacion de las regiones correspondientes
en la subunidad NR1 reduce fuertemente la potencia de la glicina sin afectar de forma

significativa la unién al glutamato.

Permeabilidad del Ca2+

La mayor diferencia con respecto a los canales no-NMDA son debidas a las
propiedades de permeabilidad para el Ca*" y el Mg*". El canal es altamente permeable al
Ca® (Mayer et al 1984), y se cree que el aumento intracelular de calcio es el principal
responsable de sus efectos sobre la plasticidad neuronal y la neurotoxicidad (Nakanishi et al

1992).

Bloqueo voltaje-dependiente por el Mg

En el medio externo que contiene concentraciones fisiologicas de Mg
(aproximadamente 1mM), la corriente mediada por el receptor NMDA es entre -20 y -30
mV, y se reduce, a pesar de incrementar la fuerza conductora eléctrica, a potenciales mas
hiperpolarizados. Durante el potencial de reposo, el canal catiénico es bloqueado de forma
dependiente del voltaje por iones de magnesio, que son desplazados fuera del canal cuando
se produce la despolarizacién de la membrana. Asi, sélo estimulos muy fuertes o repetidos
permitiran la activacién del receptor. El potencial postsinaptico que se produce entonces
tiene un inicio mas lento y una duracién mayor que el de otros receptores ionotropicos de
glutamato. Unas bombas dependientes de energia son capaces de restaurar el balance
i6nico modificado por la accién del receptor NMDA.

El bloqueo por el Mg®* del canal puede explicarse si se asume que el poro del canal
tiene una amplia boca cercana al espacio extracelular, en la cual los cationes hidratados
penetran facilmente, y una estrecha zona de paso localizada profundamente en la
membrana, a través de la cual sélo los iones Mg®* deshidratados pueden pasar. La
hiperpolatizacién de la membrana aumenta la probabilidad de que el Mg** ocupe la entrada
de la regién de constriccion, con lo cual se incrementa el grado de bloqueo por dicho i6n.

La intensidad del bloqueo por el Mg®* del canal no depende de un solo factor.
Como ya se ha comentado, esta propiedad difiere dependiendo de la subunidad concreta
NR2 coexpresada con la NR1. Asi, las combinaciones NR1-NR2A y la NR1-NR2B son
mas sensibles al Mg®" que los canales NR1-NR2C y NR1-NR2D (Kutsuwada et al 1992).

La asparagina, determinante molecular de la permabilidad i6nica

Tanto en las subunidades NR1como en las NR2A-NR2D, el aminoacido asparagina

en la region M2 ocupa una posicion critica (Nakanishi et al 1992). Es en este sitio donde se
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gobierna tanto la permeabilidad al Ca*" como el bloqueo por el Mg®" en el canal NMDA,
actuando como un filtro selectivo i6nico (el llamado sitio N).

El diametro seccional de constriccion en el receptor NR1-NR2A nativo se ha
estimado en 0.55 nm (Villarroel et al 1995). En la subunidad NR1, reemplazar la asparagina
en el sitio N por glutamina conlleva una reduccién de la permeabilidad al Ca*" y una
disminucién del bloqueo por el Mg®* (Wollmuth et al 1996). Si la asparagina se reemplaza
por arginina quedan totalmente abolidos tanto la permeabilidad al Ca*" como el bloqueo
por el Mg®" (Burnashev et al 1992). En cuanto a la subunidad NR2, tanto el sitio N como el
adyacente en direcciéon a la region C-terminal (N+1), estan ocupados por asparagina.
Cuando en el sitio N se reemplaza la asparagina por glicina, el poro del canal se incrementa

a 0.75 nm.

Las quinasas intracelulares

Las evidencias disponibles hasta el momento sugieren que bajo condiciones
normales el calcio atraviesa la membrana al permeabilizarse los receptores NMDA. La PKC
(proteinquinasa dependiente de calcio/fosfolipidos) modula positivamente al receptor
NMDA y determina el umbral de induccion de la PLP. Diferentes investigadores (Ben-Ari
et al 1992, Raymond et al 1993) demostraron que la activacion de las proteinquinasas A y C
incrementa la actividad del receptor NMDA mediante la fosforilacion del mismo. Dicha
fosforilacion al parecer puede ser realizada directamente por la propia PKC en neuronas
hipocampales (Tingley et al 1993 y 1997). También puede ser estimulada a través de la
activaciéon por la PKC de una proteina que no se localiza en el propio receptor, una
tirosinquinasa de la familia Src, cuya activacion conllevaria la tirosinafosforilacion del
receptor y el incremento consecuente de la corriente NMDA (Grosshans et al 2001, Chen
et al 2005).

Otra quinasa, la serina-treoninquinasa Cdk5, regula la cantidad de receptores
NMDA que contienen la subunidad NR2B en la membrana sinaptica, lo cual afecta la

plasticidad sinaptica (Zhang et al 2008).
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AGONISTAS, CO-AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR NMDA

Agonistas y co-agonistas de los NMDA

La activacion de los receptores NMDA requiere de la unién al agonista glutamato o
al aspartato (menos potente). Ademas, el receptor también precisa la unién a la coagonista
glicina, para una apertura eficiente del canal i6nico que forma parte del receptor.

La D-serina también es coagonista NMDA, probablemente de mayor potencia
incluso que la glicina (Shleper et al 2005). L.a D-serina esta producida por la serina
racemasa, y es enriquecida en las mismas areas que los NMDA. La eliminacién de la D-
serina puede bloquear la neurotransmision excitatoria mediada por los NMDA en muchas
areas. Recientemente, se ha objetivado que la D-serina es sintetizada abundantemente en
las células gliales, sugiriendo un papel para la D-serina derivada desde la glia en la

regulacion del receptor NMDA.

Antagonistas NMDA

Diversos antagonistas NMDA se utilizan como anestésicos en animales y a veces
en los seres humanos, y en ocasiones son consumidos como drogas recreativas debido a
sus propiedades alucinégenas.

Los anestésicos disociativos ketamina y fenciclidina (PCP), y el anticonvulsivante y
neuroprotector dizocilpina (MK-801) son antagonistas no competitivos de la funcién del
receptor NMDA. Para ello se unen al lugar llamado PCP, situado dentro del canal iénico, al
que s6lo pueden acceder cuando el canal permanece abierto. Asi, tanto para que ejerzan su
efecto, como para que puedan anularlo, tiene que actuar primero un agonista del receptor
(Scatton et al 1991). La amantadina y la memantina, asi como el antitusigeno
dextrometorfano y su metabolito mas potente dextrorfano, también son antagonistas en
este lugar, aunque poseen menor afinidad. El sulfato de pregnenolona interacciona
positivamente con el receptor NMDA de manera no competitiva, posiblemente en un sitio
alostérico especifico diferente de los ya conocidos.

Otros antagonistas NMDA bien conocidos son: el etanol, el 6xido nitroso (NO), el
riluzol, el Xenon, el plomo y el cannabinoide HU-211. Opioides con accién antagonista
son la metadona, el dextroporpoxifeno, el tramadol, la ketobemidona y la ibogaina.

La figura 2 ilustra los sitios de unién al receptor de algunos de estos compuestos.
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Figura 2. Sitios de union en el complejo-receptor NMDA a la glicina (Gly) y NMDA,
agonistas; dizocilpina (MK-801), magnesio (Mg) y fenciclidina (CPP), antagonistas; y HA-

966, agonista parcial

Moduladores del receptor NMDA

Ademas de los ya descritos, hay una serie de compuestos, tanto endégenos com

ex6genos, que modulan la funcionalidad del receptor NMDA (Huggins et al 2005):

e Na', K'y Ca® no sélo pasan a través del canal i6nico, sino que también modulan la

actividad del receptor

e El Zn* bloquea la corriente NMDA de una forma no competitiva y voltaje-

independiente
e FElPb*" actiia como un potente antagonista NMDA.

e las poliaminas no activan directamente los receptores NMDA, sino que actuan

como potenciadoras o inhibidoras de las respuestas mediadas por el glutamato.

e Los aminoglicésidos tienen efectos similares a las poliaminas, y esto puede explicar

su efecto neurotoxico.
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e la actividad de los receptores NMDA es altamente sensible a cambios en la
concentracién de ines H', y parcialmente inhibida por la concentraciéon ambiental
de H+ en condiciones fisiologicas. El nivel de inhibicion se reduce intensamente en
los receptores en los que existe la subunidad NR1A, la cual contiene el Exon 5
cargado positivamente. El efecto de dicho exén puede ser imitado por poliaminas y

aminoglicésidos, lo que explicaria su modo de accion.

e Ja funcion NMDA esta fuertemente regulada por la reduccién y oxidacion
quimicas, via “sitio modulador redox”. A través de dicho sitio, los reductores
aumentan dramaticamente la actividad del canal NMDA, mientras que los
oxidantes revierten los efectos de los reductores o deprimen las respuestas nativas.
En general, los receptores NMDA son modulados por agentes redox endégenos,

como el glutatién, el acido lipoico, y el nutriente esencial pirroloquinolinquinona.

La diversidad farmacolégica de los receptores NMDA esta determinada por la
composiciéon de sus subunidades. Las combinaciones NR1/NR2A y NR1/NR2B son mas
sensibles a los bloqueantes del interior del canal (Mg”, MK-801), que las combinaciones
NR1/NR2C y NR1/NR2D. Sin embatgo, la sensibilidad a la fenciclidina (PCP) y ketamina

es similar entre ellos (Ikeda et al 1992).

Toxicidad de los antagonistas del receptor NMDA

Los antagonistas del canal i6nico, como los anestésicos disociativos o la dizocilpina,
pueden inducir efectos psicoticomiméticos, con agitacién y alucinaciones, transtornos del
comportamiento con estereotipias motoras, ataxia, alteraciones de la memoria, sedacion,
depresion respiratoria, prolongacion del intervalo Q-T, y modificaciones de la tension
arterial (Willetts et al 1990).

La dizocilpina o MK-801, y otros antagonistas del canal idnico causan una
vacuolarizacién neuronal en la corteza cingular posterior y el retrosplenio del cerebro de la
rata, que a dosis altas es irreversible. Las alteraciones neuropatoldgicas pueden deberse a
que causan un excesivo metabolismo celular en las citadas regiones (Duval et al 1992). En
estos mismos grupos neuronales también inducen la expresion de la proteina HSP72, un
indicador de lesion celular que persiste durante una o dos semanas. Algunos autores han
sugerido que los efectos psiquicos que originan los antagonistas del canal id6nico pueden
estar relacionados con la produccion de estas lesiones (Sharp et al 1992). Se ha observado

que los anticolinérgicos muscarinicos, los barbitdricos, y en parte las benzodiacepinas,

Pagina

35



pueden contrarrestar la lesion morfologica y la activaciéon conductual causada por estos
farmacos (Olney et al 1991).

Los antagonistas competitivos también originan lesiones neuronales y trastornos
clinicos similares, aunque a dosis mucho mas elevadas que los antagonistas del canal i6nico,
que las provocan a las dosis utilizadas para obtener sus efectos terapéuticos (Willetts et al
1990). La diferencia puede radicar en que los antagonistas del canal i6nico son mas
lipofilicos y atraviesan mejor la barrera hematoencefalica. Aunque es posible que muchos
de estos firmacos no sean viables clinicamente, durante estos ultimos afios se ha dedicado
gran atencion a los antagonistas NMDA, como una posible opcién terapéutica en algunas

enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer.

MECANISMOS BASICOS Y FUNCIONALES DEL RECEPTOR NMDA

Funciones fisioldégicas

Los receptores del glutamato han sido involucrados en el funcionamiento de
importantes mecanismos fisiolégicos, desde el procesamiento de la actividad sensorial, la
coordinacion de los patrones motores, las funciones autonémica y neurotrofica, hasta los
procesos cognoscitivos, el aprendizaje y la memoria (Gasic et al 1992, Watkins et al 1990).
La mayor parte de las informaciones de origen sensorial o cortical son transmitidas hacia
las estructuras subcorticales por vias que utilizan a los AAE. Estos receptores también
participan en la modificacion de las conexiones sinapticas durante el desarrollo y a lo largo
de toda la vida, manteniendo relaciones complejas con los factores neurotroficos.
Promueven el crecimiento y diferenciacién normal de las neuronas y la eliminacién de las
que No son necesarias, tanto por mecanismos excitotoxicos como por interrupcion o
interferencia del soporte neurotréfico (Monaghan et al 1989, Shaw et al 1993).

Los receptores NMDA participan en funciones tales como la generaciéon del ritmo
respiratorio, el control de la tension arterial, la formacién del patrén de locomocion, el
desarrollo y procesamiento de sefiales de los sistemas visual, olfativo, auditivo, vestibular y
somatosensorial, y la regulacién de la funcién neuroendocrina, incluyendo el inicio de la
pubertad (Monaghan et al 1989, Gasic et al 1992). Son esenciales en algunos tipos de
aprendizaje, sobre todo en aquellos que son dependientes de la orientacién espacial.

La funcion fisiologica de los receptores NMDA esta intimamente ligada a su
estructura molecular. Tal y como se ha comentado previamente, el receptor maduro posee

diferentes sitios de unién (figura 2):
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e En la superficie exterior celular: dos sitios para agonistas, uno para los AAE
(glutamato y aspartato), y para la glicina. Ambos sitios pueden ser ocupados antes
que el canal se abra, provocando una apertura del canal suficiente para el paso de
algunos iones. El tercer sitio de unién en la superficie exterior del receptor es para
los iones de zinc, que bloquean el canal mientras estan presentes. Ademads hay un
sitio de unién para las poliaminas (espermina y espermidina), que incrementan la

capacidad del glutamato y la glicina de abrir los canales i6nicos

e En el interior del canal del receptor se encuentra el sitio para la fenciclidina (PCP),
donde pueden unirse la propia fenciclidina, la ketamina, la dizocilpina (MK-801), el
dextrometorfano y el dextrorfano. El canal debe encontrarse totalmente abierto

para que estas drogas puedan acceder sus sitios de union.

e Ll sitio de unién del magnesio esta presente tanto en la superficie exterior como la

interior del receptor.

Los receptores NMDA son tnicos por diversas razones (Marco-Igual 1995b). A diferencia
de otros receptores, requieren dos agonistas (glutamato o aspartato, y glicina) antes de que
el canal se abra. Una vez estos dos agonistas se han unido a sus sitios de union, el canal se
abre lo suficiente como para permitir la entrada de iones potasio, y el receptor NMDA
puede asi operar de forma similar a como actdan los receptores AMPA y kainato, tal y
como se reproduce en la figura 3.

La mas importante y distintiva caracteristica del los receptores NMDA, sin
embargo, son los procesos que ocurren posteriormente (figuras 4 y 5). Normalmente, el
magnesio se localiza en su sitio especifico en la zona de apertura del canal, y se mantiene
unido por fuerzas electrostaticas. Este i6n arrastra al potasio a entrar en el canal, pero
previene la entrada de calcio, posiblemente debido a su medida. Una vez la célula se ha
activado lo suficiente, el potencial celular ha aumentado tanto como para impedir que el
magnesio cierre el canal. En ese momento el i6n calcio puede entrar (y salir, aunque esto
no siempre ocurre) a través del canal NMDA totalmente abierto. Una vez dentro, el calcio
provocara una serie de respuestas que incrementan la intensidad de la sinapsis.

En este punto reside la excepcionalidad del receptor NMDA: Cuando la neurona
esta moderadamente activada, el canal NMDA puede abrirse parcialmente, pero el
magnesio permanecera en su sitio de unioén. Sin embargo, cuando la neurona sea rapida y
potentemente activada, el magnesio sera arrastrado, y el calcio podra penetrar en la célula,

incrementando la intensidad de la sinapsis. Este proceso de incremento sinaptico de
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intensidad se llama Potenciacion a Largo Plazo (PLP), y es uno de los mecanismos

mediante los cuales las neuronas pueden cambiar su funcionamiento y “aprender”.

Otro interesante aspecto de la accion dual del receptor NMDA es que el calcio sélo

entra en la célula cuando el potencial de membrana esta suficientemente bajo y la sinapsis

esta activada; por tanto han de coincidir dos tipos de sefiales, una intracelular y una

sinaptica, por lo que el receptor NMDA esta idealmente construido para ayudar a la

neurona a “aprender” asociaciones entre dos sefiales estimulantes.
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Figura 4. Unioén del glutamato

y glicina al receptor, y apertura

Figura 3

Sitios de union en el receptor NMDA:

-Tres en la supetficie exterior
celular, para los AAE (glutamato- Glu- y
aspartato, en el esquema EAA), para los
iones de zinc, que bloquean el canal, y para
la glicina (Gly)

-Uno en el interior del canal, para la
fenciclidina (PCP), ketamina, dizocilpina
(MK-801), dextrometorfano y dextrorfano.

-El magnesio (Mg?" tiene sitios de
union en la superficie exterior y la interior.

Figura 4

A diferencia de otros receptores, los NMDA
requieren dos agonistas (glutamato o
aspartato, y glicina) antes de que el canal se
abra. Una vez estos dos agonistas se han
unido a sus sitios de union, el canal se abre
lo suficiente como para permitir la entrada
de iones potasio.
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aly El magnesio se localiza en su sitio
especifico en la zona de apertura del
canal, y previene la entrada de calcio. Si la
célula se activa suficientemente el
magnesio no consigue cerrar el canal, y
en consecuencia el i6n calcio puede
entrar. Una vez dentro, el calcio
provocara una serie de respuestas que
incrementan la intensidad de la sinapsis.
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Figura 5. Apertura total del
canal NMDA

Potenciacién y depresién a largo plazo (PLP/DLP)

En neurociencia, la potenciacion a largo plazo (long-term potentiation, o LTP en inglés)
es una intensificaciéon duradera en la transmisién de sefiales entre dos neuronas que resulta
de la estimulacién sincrénica de ambas (Cooke et al 2006) Es uno de los varios fenémenos
que subyacen a la plasticidad sinaptica, la capacidad de la sinapsis quimica de cambiar su
fuerza. Puesto que se piensa que los recuerdos estan codificados por modificaciones de la
fuerza sinaptica, se considera ampliamente al LTP como uno de los mecanismos celulares

principales que subyace al aprendizaje y la memoria (Bliss et al 1993).

La LTP comparte muchos rasgos con la memoria a largo plazo, haciéndola un
atractivo candidato para un mecanismo celular del aprendizaje. Por ejemplo, la LTP y la
memoria a largo plazo se desencadenan rapidamente, dependiendo cada una de ellas en
la sintesis de nuevas proteinas, teniendo ambas propiedades de asociatividad, y pudiendo
ambas durar muchos meses. La LTP puede explicar muchos tipos de aprendizaje, desde el
relativamente sencillo condicionamiento clasico presente en todos los animales, a
la cognicién, una forma de conducta mas compleja y de alto nivel que se observa en

humanos.

A nivel celular, Ja LTP estimula la transmision sinaptica. Mejora la capacidad de dos
neuronas, una presindptica y otra postsinaptica de comunicarse entre ambas a través de la
sinapsis. El mecanismo molecular preciso de esta intensificaciéon de la transmisiéon ain no
ha sido establecido completamente, en parte porque el LTP esta dirigido por mdltiples
mecanismos que varian entre especies y region cerebral. En la forma mejor comprendida

de LTP, la intensificacion de la comunicacion se lleva a cabo predominantemente mediante
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la mejora de la sensitividad celular postsinaptica a sefiales recibidas por la célula
presinaptica. Estas sefales, en forma de moléculas neurotransmisoras son recibidas por
receptores neurotransmisores presentes en la superficie de la célula postsinaptica. La LTP
mejora la sensibilidad de la célula postsinaptica al neurotransmisor en gran parte por el
incremento de la actividad de los receptores existentes y por el incremento del numero de

receptores en la superficie celular postsinaptica.

La LTP fue observada inicialmente por Terje Lemo en 1966 en conejos
anestesiados para explorar el rol del hipocampo en la memoria a corto plazo. Estos
experimentos fueron llevados a cabo por la estimulacion de las fibras presinapticas de la via
perforante y la deteccion de la respuesta de una coleccion de células postsinapticas del giro
dentado. Como era esperado, un pulso simple de estimulacién eléctrica a las fibras de la via
perforante caus6 un potencial postsinaptico excitatorio en células del giro dentado. Lo que
Lomo inesperadamente observé fue que la respuesta de la célula postsinaptica a este
estimulo de pulso simple podia ser potenciada por un largo periodo de tiempo si primero
entregaba un tren de estimulos de alta frecuencia a la fibra presinaptica. Cuando tal tren de
estimulos era aplicado, el subsecuente estimulo de pulso simple disparaba potenciales
excitatorios mas fuertes y prolongados en la poblaciéon de células postsinapticas. Este
fenémeno, por el que un estimulo de alta frecuencia podia producir un potenciamiento de
larga vida en la respuesta de la célula postsinaptica al subsecuente estimulo de pulso simple,

fue llamado "potenciacion a largo plazo".

La PLP es importante en el hipocampo y la amigdala, que participan en el
procesamiento de las primeras fases de la formacién de la memoria, presumiblemente en su
consolidacion, y sélo en el almacenamiento de algunos tipos de memoria, como la olfatoria
y la espacial (Izquierdo et al 1991, McHugh et al 1996). La mayoria de los experimentos
sobre el mecanismo de la PLP se realizan actualmente con las sinapsis de la colateral de
Schaffer y las neuronas piramidales de CA1 (Monaghan et al 1989, Bliss et al 1993).

La PLP en el hipocampo es probablemente la responsable de la memoria a corto
plazo, y es un proceso reversible. La capacidad de aprendizaje puede estar de hecho
directamente relacionada con el nimero de receptores NMDA en el hipocampo, donde la
memoria a medio plazo puede acumularse (Tang et al 2001). La memoria a largo plazo
puede generarse a través de cambios mds permanentes en la expresion genética y la
modulacién sinaptica. Los receptores NMDA, que son esenciales para la induccion de la

PLP, pero no para su mantenimiento, actuarfan de manera sinérgica con los receptores
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muscarinicos y betaadrenérgicos, y de manera opuesta a los GABA A (Izquierdo et al
1991).

La induccién de la PLP en la region CA1l del hipocampo depende de cuatro
factores postsinapticos: despolarizaciéon postsinaptica, activacion de receptores NMDA,
entrada de Ca2+ y activacion por el Ca2+ de varios sistemas de segundos mensajeros en la
célula postsinaptica. La estimulacion tetanica de las vias excitadoras monosinapticas del
hipocampo mediante breves cargas de alta frecuencia causa un aumento brusco y sostenido
de la eficiencia de la transmisién sinaptica, que puede ser desencadenado en milisegundos y
durar hasta varios dias (Monaghan et al 1989, Bliss et al 1993).

Recientes estudios permitieron aclarar los mecanismos responsables de la expresion
de la PLP, o sea, de qué modo ésta hace que las sinapsis estén fortalecidas durante periodos
prolongados. La explicacion mas probable es que la PLP se origina en cambios en la
sensibilidad de la célula postsinaptica al glutamato, las sinapsis excitadoras pueden regular
dinamicamente sus receptores glutamatérgicos postsinapticos e incluso pueden agregar
receptores AMPA nuevos a sinapsis “silenciosas” que no tenfan receptores AMPA con
anterioridad. Al parecer la expresiéon o el mantenimiento de la PLP se deben a esta
insercion de receptores AMPA en la membrana postsinaptica.

La PKC (proteinquinasa dependiente de calcio/fosfolipidos) modula positivamente
al receptor NMDA vy determina el umbral de induccién de la PLP. Por ese motivo, los
receptores metabotrépicos y ciertos neurotransmisores (como los opioides y la acetilcolina)
que desempefian un papel en el proceso de la memoria pueden modular a los receptores
NMDA, a través de su influencia sobre la PKC. A su vez este enzima, como otros sensibles
al calcio, intervendria como participante en las modificaciones persistentes de la
potenciacion sinaptica.

La PLP dependiente de los receptores NMDA posee las siguientes caracteristicas:

1. Entrada (impuf) especifica. Una vez inducida, la PLP en una sinapsis no se
reparte entre otras sinapsis. S6lo se propaga a otras sinapsis siguiendo las reglas
de asociabilidad y cooperatividad.

2. Asociabilidad. El término se refiere a la observacion de que aunque una
estimulacién débil de una via simple es insuficiente para la induccién de la PLP,

la estimulacién potente simultanea de otra via inducird la PLP en ambas vias.

Pagina

41


http://es.wikipedia.org/wiki/Receptor_NMDA
http://es.wikipedia.org/wiki/Segundo_mensajero
http://es.wikipedia.org/wiki/AMPA

3. Cooperatividad. La PLP puede ser inducida tanto por una fuerte estimulacion
tetanica en una simple via sindptica, como por la cooperacion de estimulaciones
débiles en varias.

4. Persistencia. Dura desde minutos hasta varios meses, y dicha persistencia es la

que diferencia la PLP de otras formas de plasticidad sinaptica.

También se ha demostrado que el incremento de la actividad del receptor NMDA
en el hipocampo produce un incremento en la PLP y una mejorfa del aprendizaje espacial,
estudiando una linea de ratones con una sobreexpresion de subunidades NR2B en el
hipocampo (Tang et al 2001).

En cuanto a la DLP, también es considerada un elemento basico del aprendizaje
(Gasic et al 1992). Los receptores glutamatérgicos estan involucrados en la DLP del
cerebelo y del hipocampo. Por un lado, la induccién de la DLP en las células de Purkinje
del cerebelo requiere la activacion de los receptores AMPA y metabotropicos, junto con la
despolarizacion en presencia del calcio. Por otro lado, para el mantenimiento de la DLP
desencadenada por los receptores NMDA en el sector CA1 del hipocampo, se requiere la
actividad de proteinas fosfatasas, que pueden estar coordinadas con la accién de las

proteinquinasas, esenciales en la PLP.

Activacion propagada (kindling)

Es un cambio progresivo y permanente de la funciéon cerebral provocado por la
aplicacion periddica a estructuras limbicas de una estimulacion eléctrica inicialmente
subconvulsiva (Morimoto et al 1992). La activacion repetida de los receptores NMDA es
importante en su desarrollo, aunque el mecanismo desencadenante primario puede ser un
colapso de los sistemas inhibidores GABAérgicos, que facilita la estimulacion repetida de
los receptores NMDA vy los canales del calcio dependientes del voltaje, con la consiguiente
entrada de calcio en la célula y la activacion de sistemas de segundo mensajero como el de
la PKC, la induccién de c-fos y una reorganizacion sinaptica. Este modelo, que muestra
analogfas con la PLP, se cree esta implicado en procesos de plasticidad neuronal y en la

génesis de la epilepsia y de algunos trastornos mentales, como la psicosis maniacodepresiva.

Depresion propagada

Se trata de una respuesta fisiologica exagerada y prolongada, mediada por el
glutamato, constituida por una onda de activacion neuronal, seguida por una supresion de

su actividad, que se extiende lentamente por la corteza cerebral, o por otras estructuras del
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SNC. Si el area es suficientemente grande, y la acumulacién extracelular de glutamato es
masiva y abrupta, se inicia la depresiéon propagada (Welch et al 1993). Los receptores
NMDA tienen un papel importante en el desencadenamiento del proceso, que es
bloqueado por sus antagonistas. Este mecanismo es basico en la génesis de las crisis

epilépticas, la isquemia cerebral y los episodios migrafiosos (McLachlan et al 1992).

FARMACOLOGIA DE LOS RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

Transporte y liberacién presinaptica de los AAE

El proceso de transporte del L-glutamato dentro de los compartimentos glial y
neuronal es de gran importancia, ya que se trata del principal mecanismo para modular su
liberacién, terminar la sefial excitadora, reciclar el transmisor y mantener su concentracion
por debajo de valores toxicos (Monaghan et al 1989). Se han aislado los ADN
complementarios que codifican tres sistemas de transporte de los AAE, denominados
GLAST 1, GLT-1 y EAACI. Los dos primeros predominan en células gliales, mientras que
el tercero ha sido hallado en las neuronas y los tejidos periféricos. La tabla 2 recoge los
principales agentes que modifican la liberacién y transporte de los AAE (Ben-Ari et al
1992).

La liberacion presinaptica de glutamato esta controlada por diferentes mecanismos.
Determinados receptores presinapticos, incluidos algunos receptores metabotrépicos
glutamatérgicos, pueden ser activados por el glutamato sinaptico en la misma sinapsis
donde ha sido liberado, y también a distancia, difundiendo a través del paso sinaptico. Asf,
diferentes agonistas de receptores metabotrépicos, como el L-2-amino-4-fosfonobutirato
(L-AP4) actuarfan como autorreceptores presinapticos que controlan la liberacién de
glutamato a dicho nivel (Turner et al 1992).

Receptores presinapticos del tipo kainato también controlan el glutamato liberado a
través de la activacion de una cascada de sefales en la que se ven involucradas
proteinquinasas A, el AMP ciclico y una adenicilciclasa. Asi mismo, la liberaciéon del
glutamato es bloqueada por la accién de los receptores de adenosina y GABA B
(Rodriguez-Moreno et al 2004).

Determinados compuestos, como el alcohol, actian como inhibidores de la
liberaciéon presinaptica del glutamato. El riluzol posee propiedades anticonvulsivantes,
antiisquémicas y anestésicas (Mantz et al 1992); los barbitaricos bloquean los canales de

calcio dependientes de voltaje (CCDV) presinapticos.
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La concentracion permanente de AAE en la hendidura sinidptica es mantenida
cuidadosamente en valores subtdxicos mediante la rapida captacion e inactivacion de los
AAE por las neuronas y la glia (Albin et al 1989). El glutamato, una vez captado, es

convertido en glutamina en las células gliales, y en GABA en las células presinapticas.

Mecanismo Agonistas Antagonistas

Lamotigrina
BW1003C87

BW619C89
Veratrina ]
Liberacién AEE Bifermelano Riluzol (54274 RP)
Etanol
Pentobarbital
Omega-Aga-IVA

DI -treo-3-hidroxiaspartato
Dihidrokainato

Acido araquidénico

pCMPS

Captaciéon AEE

Mercurio

Tabla 2. Agentes modificadores de la liberacién y captacion de los AAE (adaptado de Ben

Ari et al, 1992)

ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DEL SISTEMA GLUTAMATERGICO

Los efectos negativos del glutamato fueron observados por primera vez en 1954
por T. Hayashi, un cientifico japonés que observé que la aplicacion directa de glutamato en
el SNC provocaba una actividad ralentizada. La toxicidad del glutamato fue mas tarde
observada por D. R. Lucas y J. P. Newhouse en 1957, cuando, al alimentar con glutamato
monosodico a crias de ratones recién nacidos, se destruyeron las neuronas de las capas
internas de la retina. Mas tarde, en 1969, John Olney descubrié que el fenémeno no
quedaba limitado a la retina, sino que se producia en todo el cerebro, y acuné el término
excitotoxicidad. También aprecié que la muerte celular estaba limitada a las neuronas
postsinapticas, que los agonistas del glutamato eran tan neurotéxicos como lo era su
eficiencia para activar los receptores de glutamato y que los antagonistas del glutamato
podian frenar la neurotoxicidad. Posteriormente se comprobd que la aplicacion tépica de
glutamato monosodico en la corteza motora provocaba convulsiones ténicas (Gasic et al

1992).
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Se ha relacionado la disfuncién del sistema glutamatérgico con una gran diversidad
de trastornos neurolégicos y psiquiatricos (Marco-Igual 1995b). Sus receptores estin
envueltos en el inicio y la propagacién de las crisis epilépticas y migrafiosas, en la ansiedad y
la esquizofrenia, asi como en la muerte neuronal que acaece durante varios procesos
neurolégicos agudos, como la isquemia, la hipoglucemia y los traumatismos. En las
enfermedades neurodegenerativas, como las de Huntington, Parkinson y Alzheimer, la
atrofia multisistémica o la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), el papel de la excitotoxicidad
glutamatérgica es mas controvertido que en las afecciones neurolégicas agudas, ya que es
dificil percibir la huella que pueda dejar en procesos cronicos, aunque parece ser un
elemento esencial de los mismos (Gasic et al 1992, Choi et al 1992). Por dltimo, los
mecanismos de disfuncién glutamatérgica también pueden complicar otras enfermedades
neurolégicas asociadas con transtornos del metabolismo energético, como las

encefalopatias mitocondriales (Beal et al 1992).

Excitotoxicidad

Se utiliza el término “excitotoxicidad” para describir los efectos neurotdxicos
causados por los aminoacidos excitadores (AAE), principalmente aspartato y glutamato,
que destruyen las neuronas y las células gliales del area donde son aplicados, mientras que
se conservan las fibras de paso y los terminales aferentes procedentes de otras areas
(Meldrum et al 1993). En la excitotoxicidad puede haber una anormalidad de la funcién de
los receptores de glutamato, una inactivacion reducida del neurotransmisor, o una
disminucién del metabolismo energético, que haga que los AAE sean neurotéxicos a
concentraciones a las que ordinariamente no lo son. Es posible que este defecto del
metabolismo energético pueda sumarse a los efectos del envejecimiento normal
traspasando un umbral critico en la produccion de energia (Beal et al 1992). También puede
ser que algun subtipo del receptor esté alterado en una poblacién neuronal determinada.
Hay marcadas diferencias entre los patrones lesionales de las diferentes enfermedades que
se relacionan con la excitotoxicidad, en las que ademas pueden no detectarse alteraciones
significativas en algunas zonas de elevada densidad de receptores de glutamato (Albin et al
1992).

Los 4cidos 3-nitropropidnico y aminooxiacético, y el MPP+ (1-metil-4-
fenilpiridinio), que reducen el metabolismo mitocondrial, producen lesiones excitotoxicas
en el nacleo estriado, bloqueables por antagonistas NMDA. Se ha intentado relacionar a
agonistas glutamatérgicos endogenos, como el quinolinato, con las lesiones cerebrales de la

enfermedad de Huntington, la encefalopatia hepatica y el sindrome de inmunodeficiencia
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adquirida. Se ha asociado de forma convincente la ingesta de agonistas glutamatérgicos
ex6genos con el latirismo y la intoxicacion por acido domoico (Meldrum et al 1993).

Cuando un cerebro es privado de oxigeno y glucosa, a causa de una isquemia o
hipoxia cerebral, se acumulan en pocos minutos grandes cantidades extracelulares de
glutamato y aspartato en la zona isquémica/hipéxica y sus alrededotes, provocando una
hiperexcitacion de los receptores de glutamato, especialmente los NMDA. Esta
acumulaciéon de AAE es resultado de la disminuciéon de su captaciéon glial y neuronal,
debido a un fallo de energfa, y un aumento de su liberacién presinaptica por lisis celular. El
potasio que también es liberado contribuye a aumentar aun mas la liberacion de AAE y a
reducir su captacion glial, y favorece la despolarizacién neuronal, ayudando a vencer el
bloqueo del receptor NMDA por el magnesio (Scatton et al 1991).

Las células con riesgo de dafio neurotoxico estan localizadas en la llamada zona de
penumbra isquémica, en la que hay una disminuciéon de la transmisiéon sinaptica, aunque
estan preservados los gradientes idnicos y la morfologia celular. La depresiéon propagada
que ocurre en esta zona limitrofe de la isquemia cerebral parece depender de la activacion
de los receptores NMDA y de los canales de calcio dependientes del voltaje (CCDV), que
provocan la entrada de calcio y la activacion del protooncogen c-fos. Esta zona es
inicialmente viable, pero con el paso del tiempo queda incluida en la zona infartada. Antes
de que esto suceda, sus neuronas pueden ser rescatadas mediante intervenciones
farmacolégicas (Christensen et al 1993).

Se han identificado dos componentes de la excitoxicidad aguda, con un curso
temporal y una dependencia i6nica diferentes. El primero se encuentra ligado al influjo de
iones de sodio a través de los receptores NMDA y AMPA /kainato, que si es persistente,
también resulta en el paso de iones de cloro. El aumento de la osmolaridad celular
producido causa un influjo de agua, con reblandecimiento y eventual muerte celular. El
segundo componente estd marcado por una desintegracion celular retardada, ligada a la
entrada masiva de iones de calcio a través del canal NMDA a través de mecanismos como
la activaciéon de creatinquinasas, fosfolipasas, oxidonitricosintetasa (NOS), ornitina
descarboxilasa, proteasas, endonucleasas, generacion de radicales libres, inhibicién de la
sintesis proteica y lesion mitocondrial (Lipton et al 1993).

Durante las primeras horas de la isquemia cerebral hay una induccién aguda y
transitoria de la NOS, relacionada con la activacion del receptor NMDA. EI NO producido
puede contribuir a la excitotoxicidad reaccionando con el 16n superdxido. Sin embargo,

compuestos que contienen el grupo NO en estados redox alternativos, como el i6n
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nitrosonio, pueden tener efectos opuestos, al interaccionar con el receptor NMDA,
subregulandolo (Kader et al 1993). El NO tiene ademas un papel como mediador de la
vasodilatacién de las arterias cerebrales, y su deficiencia puede ser uno de los mecanismos
por los que se produce el vasoespasmo tras una hemorragia subaracnoidea (Dawson et al
1992). El aumento de calcio intracelular también desencadena la liberacién de acido
araquidonico, que favorece la produccion de radicales de oxigeno, que contribuyen a la
lesion cerebral excitotéxica.

La excitotoxicidad no se manifiesta bajo condiciones fisiologicas, debido a la
potente accion de varios mecanismos de control, como el bloqueo del canal NMDA por
los iones de magnesio, o las bombas i6nicas dependientes de energia que restauran el
desequilibrio i6nico creado por la activacion del receptor NMDA (Scatton et al 1991). En
determinadas situaciones puede incrementarse el dafio citotéxico debido a la acciéon de
diversos farmacos. Por ejemplo, la inhibicién por parte de derivados de la amilorida de la
bomba de intercambio de sodio y calcio de la membrana plasmatica, que extrae el calcio de
las células, incrementa notablemente el dafio citotéxico. En todo caso, la excitotoxicidad
mediada por los AAE podria ser la via final comun que lleva a la degeneracién neuronal
tras procesos agudos del SNC con diferentes mecanismos etiopatogénicos, como el estado
epiléptico, la hipoxia / isquemia, la hipoglucemia y los traumatismos.

Por otra parte, algunos autores abogan a favor de que alteraciones en la PLP
pueden contribuir en la fsiopatologfa de diversas enfermedades neuroldgicas, incluyendo la
depresion (Altamura et al 1993), la enfermedad de Parkinson (Greenamyre et al 1991), la
epilepsia, la enfermedad de Huntington a través de los mecanismos de excitotoxicidad
(Dure et al 1991, Beal et al 1992); en la génesis de las discinesias y distonfas (Calabresi et al
1992); el sindrome maligno por neurolépticos (Kornhuber et al 1993); en la atrofia
multisistémica (Plaitakis et al 1982); en la esclerosis lateral amiotréfica y transtornos
relacionados (Hugon et al 1989, Shaw et al 1993); vy el dolor neuropatico (Cooke et al
2006). También se ha relacionado la sensibilidad al desarrollo de demencia asociada al virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) con la ingesta cronica previa de etanol, a través de
la interaccién del toxico con los receptores NMDA (Self et al 2004). Los autores sugieren
que la exposicién prolongada al etanol sensibiliza el hipocampo al efecto citotéxico del
factor de transcripcién Tat del VIH, de forma dependiente de la activacion de los NMDA.

La afectacion de la PLP, a través de la excitotoxicidad, puede también tener un
papel en la enfermedad de Alzheimer y la adiccion a drogas (Kauer et al 2007, Wolf et al

2003). Aunque el glutamato puede resultar neurotéxico a través de su efecto estimulador
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sobre los receptores NMDA, AMPA, kainato o metabotrépicos del grupo 1 (GluR1), la
selectiva muerte neuronal en la enfermedad de Alzheimer parece depender primariamente
de la activaciéon de los receptores NMDA (Greenamyre et al 1989, Rowan et al 2003,

Butterfield et al 2003, Crary et al 2000).
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GLUTAMATO Y ALCOHOL. INTERACCION
MOLECULAR Y FARMACOLOGICA

El alcohol etilico es uno de los agentes farmacologicos mas antiguos conocido por
la humanidad. Sin embargo, a pesar de que el alcoholismo es una de las enfermedades
psiquiatricas mas comunes en los paises civilizados, en la actualidad aun poseemos un
conocimiento limitado de los mecanismos neuroquimicos sinapticos que dan lugar a sus
diversas manifestaciones clinicas, tanto agudas como crénicas.

Las primeras hipotesis sugerfan que el etanol es una droga inespecifica que actda
por perturbacion de la fluidez de la doble capa lipidica de las membranas neuronales, la cual
secundariamente condicionaria alteraciones en la funcién de las proteinas de membrana
(Goldstein et al 1983). Mas recientemente, sin embargo, las investigaciones se han centrado
en el estudio de los efectos especificos y selectivos de este toxico sobre las proteinas que
conforman ciertos canales i6nicos de membrana, entre las que se encuentran los complejos
receptor-canal i6nico del glutamato y el GABA. De hecho, el manejo terapéutico habitual
del alcoholismo humano ha estado limitado siempre al uso de drogas que directa o
indirectamente activaban los receptores GABA, con resultados subdptimos. Por este
motivo durante las dltimas décadas se ha estudiado con gran interés la interaccion existente
entre el etanol y otros grupos de neurotransmisores, ya que el etanol altera la liberaciéon de
serotonina, dopamina, norepinefrina, glutamato, y aspartato (Hoffman et al 1993).

A priori, las observaciones sobre la estructura y propiedades de los receptores
NMDA sugieren que ciertas acciones del alcohol pueden ser mediadas a través de los
receptores NMDA. Por ejemplo, el alcohol puede interferir con el establecimiento de la
memoria y con el desarrollo neuronal a través de la inhibicién de la PLP (Givens et al
1995), v, tras el cese de la ingesta cronica del toxico, que produce dependencia fisica, puede
provocar convulsiones. Por otra parte, existen evidencias de que los NMDA pueden ser
responsables de otros aspectos en la génesis de los trastornos producidos por el alcohol,
como la dependencia y el abuso. Recientemente diversos trabajos han demostrado que,
dentro del grupo de receptores NMDA, existen diferencias moleculares que limitan o
potencian su sensibilidad a los efectos del etanol.

En las siguientes paginas se revisan los conocimientos actuales sobre la relacion
entre la composicion de los receptores y su sensibilidad al etanol, los mecanismos de

interaccion del toxico con los receptores NMDA, asi como los estudios sobre las
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evidencias que relacionan los NMDA con los efectos reforzadores del etanol, los cambios
funcionales de estos mismos receptores después del consumo prolongado de alcohol, y el

papel de dichos cambios en el desarrollo de la dependencia alcoholica.

EFECTOS FARMACOLOGICOS DEL ETANOL SOBRE LAS UNIDADES

RECEPTORAS NMDA EN ANIMALES

La relacion etanol-NMDA posee algunas caracteristicas distintivas: los mismos
receptores NMDA poseen diferente sensibilidad al toxico segun el area cerebral donde se
encuentran; por otra parte, el efecto provocado por el contacto con el alcohol varia en el
tiempo, provocnado cambios adaptativos peculiares y que sin duda se relacionan con el
efecto farmacolégico del etanol mediado por estos receptores.

Es muy intreresante que el etanol no afecta la funcion NMDA en todas las regiones
cerebrales por igual (Randoll et al 1996, Knapp et al 2001). Por ejemplo, el colliculus inferior
del hipocampo si pero no el septo lateral (Simson et al 1993) ni el tronco del encéfalo a
concetraciones de etanol tan altas como 160mM (Randoll et al 1996). Estudios realizados
sobre la Fyn quinasa sugieren que la especificidad de determinadas areas cerebrales podria
en parte deberse a diferencias en la compartimentalizacion intracelular de las sefales de las
proteinas de transporte (Ron et al 2009).

Al parecer existen sitios de uniéon exactos del etanol dentro del residuo de
metionina (Met818), leucina (Leu819) y un residuo similiar de glicina y fenilalanina (Gly638,
Phe369) en los dominios M3 y M4 de la subunidad NR1 del receptor NMDA, que
controlan la aparente afinidad con las moléculas de etanol, mientras que la subunidad
NR2A presenta especificos residuos Met823, Leu824 y Phe636, Phe637 y un fuerte sitio de
unioén al etanol en los dominios M3 y M4. En conjunto, los modelos estructurales predicen
la presencia de cuatro sitios de unidén al etanol en el receptor NMDA, cada uno
conteniendo cuatro pates de posiciones en las subunidades NR1/NR2: Gly638/Met823,
Phe639/Leu824, Met818/Phe636 y Leu819/Phe637 (Ronald et al 2001, Ren et al 2012).

La alteracion que provoca el etanol en la expresion y funcionalidad de los
receptores NMDA depende del periodo de exposiciéon al toxico. Lovinger y colaboradores
(1989) publicaron que el etanol (5-100 mM) inhibia de forma aguda las corrientes i6nicas
activadas por los NMDA en cultivos de neuronas hipocampales de ratéon. Esta inhibicion
también se detectaba en el resto de receptores glutamatérgicos, pero en menor intensidad

que en los NMDA. El etanol inhibia el influjo de Ca*" dependiente de los NMDA en estas
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neuronas (Hoffman et al 1989, Wirkner et al 1999). El efecto inhibidor del etanol en la
actividad del canal fue corroborada mediante la medicién de los potenciales de corrientes
excitatorias post-sinapticas mediadas por los NMDA en cortes de muchas regiones
cerebrales como el hipocampo (Lima-Landman et al 1989, Lovinger et al 1990), cortex (Li
et al 2002), amigdala (Calton et al 1999), nicleo accumbens (Nie et al 1994) y nucleo
estriado (Wang et al 2007). La reduccién en la actividad NMDA tras la exposiciéon aguda al
etanol es concentraciéon-dependiente, y tiene un inicio muy rapido (menos de 100 mseg)
(Criswell et al 2004). Estudios sobre cultivos de neuronas corticales han demostrado que el
etanol disminuye la probablidad de apertura del canal del receptor NMDA y el tiempo
medio de apertura del mismo (Wright et al 1990).

En todo caso, la alteraciéon que provoca el etanol en la expresion y funcionalidad
de los receptores NMDA depende del periodo de exposicion al téxico. La exposicion
aguda 7z vivo inhibe la funcién del receptor NMDA, mientras que el tratamiento mas alla de
24 horas in vivo e in vitro incrementa el nimero y funcionalidad del receptor (Kumari et al

2001), fenémeno conocido como “sobre-regulaciéon” adaptativa de los receptores NMDA,

y que se ha descrito en el cerebro de animales que han sido tratados de forma mantenida
con alcohol (Tabakoff et al 1996). En ratones que han consumido etanol durante periodos
entre cinco y once dias se ha demostrado un incremento en el numero de receptores
NMDA en el hipocampo y otras zonas cerebrales conllevando un incremento de la
actividad de dichos receptores desde 1 hora después de la retirada del etanol hasta como
minimo 7 horas después (Thomas et al 1998), y que dicho aumento en el numero de
receptores se relacionaba con la apariciéon de convulsiones por abstinencia alcohodlica
(Grant et al 1990, Gulya et al 1991, Snell et al 1993, Sanna et al 1993). Por otra parte, la
administracion de diferentes antagonistas NMDA se ha demostrado que puede prevenir los
efectos bioquimicos y conductuales asociados al sindrome de abstinencia alcohdlica,
incluidas las convulsiones (Snell et al 2000). Una posible explicacion de esta
hiperexcitabilidad de los NMDA es el incremento reversible en el nimero de receptores
como consecuencia de un mecanismo de adaptacién a la inhibicién de la actividad del
canal.

En cultivos primarios de neuronas corticales, hipocampales y granulosas
cerebelosas, la exposicion cronica al etanol (generalmente 50-100 mM de etanol entre 3 dias
y 1 semana) y la abstinencia siguiente han resultado en un incremento en la funcionalidad
de los receptores NMDA, demostrado por el aumento de los niveles de Ca®* intracelular y

la formacién de 6xido nitrico estimulado por los NMDA, asi como por el incremento del
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binding de los NMDA (Iorio et al 1992, Hoffman et al 1995). Por otra parte, la exposicion
durante tres dias de cultivos de neuronas corticales al tratamiento repetido con etanol (50-
100 mM una vez al dia) y la abstinencia posterior provocé al cabo de 24 horas de la retirada
del alcohol un dafo cuya extensioén era proporcional a la concentracién de etanol en el
medio de cultivo. La liberacién enzimatica inducida por la abstinencia se redujo
sensiblemente mediante la readicion del alcohol, asi como por la adicién de un antagonista
no competitivo (MK-801) o de un antagonista selectivo de la subunidad NR2B (treo-
ifenprodil) (Nagy et al 2001). Estos datos sugieren que los receptores NMDA desempenan
un papel central en el desarrollo de la dependencia alcohodlica y en la neurotoxicidad
inducida por el etanol.

Sin embargo, cuando se evalian los efectos del consumo de alcohol en la densidad
del receptor NMDA maduro de animales durante periodos de tiempo mayores, los
resultados son controvertidos. No se detectaron cambios con el uso del antagonista no
competitivo MK801 ni con el antagonista competitivo CGP39653 tritiados tras dos
semanas de ingesta enodlica. Sin embargo, usando los mismos ligandos, discretos pero
significativos incrementos en la densidad NMDA en tejido hipocampal y cortical de ratas se
detectaron tras periodos de tres semanas de ingesta de otra dieta liquida alcoholica, aunque
cuando esta misma dieta se alargd hasta seis semanas desaparecieron las diferencias hasta
niveles no significativos (Rudolph et al 1997). Tras 28 semanas de exposicién, un grupo de
autores no detecté diferencias en la densidad de NMDA, medida mediante MKS801
(Tremwell et al 1994).

Estos resultados negativos se obtuvieron en el estudio del receptor maduro
NMDA. En cambio, al estudiar el efecto cronico sobre diferentes subunidades del receptor
NMDA si se detectaron cambios significativos. La abstinencia tras la exposicion al vapor
de etanol durante dias-semanas incrementaba el nimero de subunidades NR1, NR2A y
NR2B de los receptores NMDA en diversos estudios (Follesa et al 1996, Kumari et al
2001, Roberto et al 2004, Nagy et al 2003 y 2004a,b,c), aunque los cambios eran reversibles,
y tras una semana de abstinencia mantenida ya no se observo tal cambio (Roberto et al
2000). Por otra parte, las neuronas que poseen una oxidonitricosintasa especifica (enzima
responsable de la sintesis de NO, neurotransmisor regulado por los receptores NMDA, y
cuya estimulacion se relaciona con las lesiones por excitotoxicidad) poseen una proporcion
mayor de NR1-4 y menor de NR1-1 y NR1-3 que las neuronas que no poseen dicho
enzima (Weiss et al 1998). Dado que las variantes NR1-4 son las que mas intensamente son

inhibidas por el alcohol, tal observacion sugiere que el sistema de sefiales mediado por el
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NO puede verse alterado tras la ingesta de alcohol. La excesiva estimulaciéon de la
liberaciéon de NO podria, por tanto, ser uno de los mecanismos lesivos del alcohol al ser
ingerido regularmente. En conjunto, todos estos estudios confirman la hipétesis de que la
hiperexcitabilidad del canal NMDA tras la exposicion cronica al etanol y su abstinencia
debe relacionarse al incremento en el ARNm y en los niveles de subunidades NMDA (Ron
et al 2009).As{ la maxima inhibicién se ha detectado con las NR1-2B/NR2C, y las minimas
en las NR1-3B/NR2C, NR-3B/NR2D y NR1-4B/NR2C (Chandrasekar 2013). La
deteccion de diferencias regionales en el cerebro en cuanto a la sensibilidad de los
receptores NMDA al etanol ha motivado a diferentes grupos de investigadores a estudiar la
relacién entre la composicion molecular de las subunidades de los receptores NMDA vy la

sensibilidad de las diferentes combinaciones de dichas subunidades al etanol.

Subunidades NR1

Como ya se ha comentado, la subunidad NR1 tiene 8 isoformas generadas por la
expresion alternativa de un Gnico gen, a través de tres sitios deconformacion alternativa,
una en el N-terminal y dos en el C-terminal. El extremo C-terminal de la subunidad NR1
esta compuesto por cuatro fragmentos (CO, C1, C2 y C2°). El CO esta presente en todas las
variantes posibles, y es un importante mediador de las acciones inhibidoras del etanol en el
canal, como demuestra que su delecciéon implique una reducciéon de la potencia de la
capacidad inhibitoria del etanol en la actividad del receptor NMDA (Koltchine et al 1993,
Anders et al 2000). Sin embargo, esta deleccion CO parece sélo afectar a las combinaciones
NR1/NR2A, pero no a las NR1/NR2B o 2C (Mirshagi 1998). Ademas, la reduccion de la
sensibilidad al etanol se asoci6 a la pérdida de aminoacidos relacionados en la unién de la
calmodulina y alfa-actinin-2 (una proteina asociada al citoesqueleto) a la subunidad NR1,
que era necesaria para la inactivacion calcio-dependiente. En todo caso, dado que el
dominio C-terminal del receptor contiene los sitios de fosforilacién, no esta claro si las
diferencias en la sensibilidad al etanol entre subunidades con diferentes C-terminales son
debidas a la propia composicion de la subunidad o bien a la presencia de dichos sitios de
fosforilacién, ya que la fosforilacién del receptor NMDA incrementa la actividad del

mismo en diversos medios de preparacion.

En un reciente studio de las 8 wvariantes de la subunidad, coexpresadas
individualmente con cada subunidad NR2 en células de rindén embrionario humano, se
comprobé que las 32 combinaciones de subunidades fueron inhibidas por el etanol, aunque
la sensibilidad de cada una de ellas dependia de la subunidad NR1 especifica expresada en

el receptor. Las NR1-3 y NR1-4 fueron las mas inhibidas por el etanol, lo que sugiere que
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cambios regionales, tanto durante el desarrollo como compensatorios, de la expresiéon de
subunidades NR1 puede afectar significativamente la capacidad inhibitoria del alcohol

sobre los receptores NMDA (Jin et al 20006).

Un estudio atn mas reciente, sobre el comportamiento de ratones heterocigéticos
con deleccién de NR1 (y por tanto con una capacidad funcional de sus receptores NMDA
disminuida), demostré que estos ratones tendian a consumir dosis significativamente
mayores de alcohol, y que durante la abstinencia aguda padecieron menor intensidad de
convulsiones. Se compararon los niveles de subunidades NR2A-NR2D fueron comparadas
entre ratones NR1+/- y controles de todos los subtipos, mediante PCR cuantitativa,
Western blot e inmunohistoquimica en hipocampo, neocortex, estriado y cerebelo. La
subunidad NR2B exhibi6 diferencias en la expresion de ARN en el hipocampo y niveles
proteicos en multiples dreas cerebrales, tanto en controles como NR1+/-. Estos resultados
apuntan a que las subunidades NR1 juegan un papel tanto en el consumo de alcohol y en la

clinica de abstinencia posterior, y sugieren que cambios concomitantes en las subunidades

NR2B controbuyen a dichos efectos (Du et al 2012).

Por otra parte, la sustitucion mediante mutacion de la fenilalanina por 9 diferentes
aminoacidos en el dominio TM3 (concretamente en la posicion 639, llamada TM3 F639) de
la subunidad NR1, coexpresada con subunidades NR2A, disminuye la capacidad inhibitoria
del etanol sobre le receptor NMDA, especialmente si el aminoacido sustitutor es la alanina
o la serina. Mas aun, estos cambios también modifican la correlacién concentracion-
respuesta a la glicina. Mutaciones de la alanina en la posiciéon 813 del dominio TM4 y 819
incrementaron la capacidad inhibitoria del etanol. La sustitucion del triptéfano en el TM4
de las subunidades NR1 (posiciones 820-822), que en las subunidades NR2A homodlogas
reducen la inhibicién por el etanol, no afectd a la sensibilidad por el toxico. Sin embargo,
estas subunidades NR1 TM4 mutantes restauraron la inhibiciéon por el etanol de las NR1
TM3 F639 (Smothers et al 2006). Otro estudio muy reciente mutando la alanina en el
dominio TM3 de las NR1 demostré una respuesta inhibitoria menor al etanol que la
obtenida con la misma mutacién en las subunidades NR2A (Yu et al 2012). Estos
resultados indican que la sensibilidad al etanol por los receptores NMDA puede estar

regulada por sitios concretos dentro de los dominios TM3 y TM4 en la subunidad NR1.

En cuanto al dominio N-terminal extracelular de la subunidad NR1 y la afinidad de
las subunidades resultantes a antagonistas NMIDA como el etanol, aunque inicialmente
algun estudio sugiri6 que algunas variantes de dicho dominio en las subunidades NR1

posefan mayor afinidad para dichos farmacos (Zukin et al 1995), posteriormente no se han
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detectado diferencias significativas (Popp et al 1998, Smothers et al 2013), sugiriendo que

dicho fragmento no es sitio primario de accion del etanol.

Efecto cronico del etanol en las subunidades NR1

El tratamiento crénico con etanol sobre-regula la inmunoreactividad de las
subunidades NR1 en un 65% en el hipocampo de rata (Trevisan et al 1994).
Posteriormente se demostré un incremento de la proteina NR2B en el prosencéfalo
limbico (encéfalo anterior) de ratones tratados con una dieta liquida de alcohol durante
cinco dfas. La prolongacion de la ingesta de etanol durante 12 semanas aument6 la
inmunoreactividad NR1, NR2A y NR2B en preparaciones de membranas crudas de
hipocampo de rata y en el area ventral tegmental (Follesa et al 1995). Los mismos autores
confirmaron (en neuronas fetales corticales de rata) el incremento de los polipéptidos NR1
y NR2B, que se acompafaba ademds de un aumento concomitante de los niveles de
ARNm que codifica la subunidad NR2B (Hu et al 1996). Tras 48 horas de retirada del
toxico las subunidadesNRT1 retornaron a los niveles control (Follesa et al 1996).

Mas recientemente otros estudios (Hoffman et al 2003) detectaron cambios en las
variantes NR1 en ratas que consumieron etanol durante 8 dfas. Se ha descrito una
disminucién de las variantes NR1 que contienen el exon 5 (la llamada isoforma b) en
neuronas corticales de ratas macho adultas tras 16 dias de exposicion al etanol (Hardy et al
1999).

Los resultados de los estudios sobre la relacién entre etanol y las alteraciones en el
ARNm responsable de la sintesis de las diferentes subunidades componentes de los
receptores NMDA, con resultados dispares. Dos grupos diferentes (Snell et al 1996, Hu et
al 1996) no detectaron incrementos del ARNm de las subunidades NR1 y NR2A en
preparaciones de membranas crudas de hipocampo, cortex y cerebelo de ratones alcohol-
dependientes. Tampoco se observaron diferencias en las variantes de ARNm en el
hipocampo de ratas con preferencia por el alcohol (ratas AA, alohol-preferring) tras una dieta
liquida alcohélica durante un mes, aunque si se objetivé un incremento de los niveles de
variantes de las proteinas NR1 con los extremos C-terminal mas cortos (NR1-3/NR1-4)
(Winkler et al 1999). Sin embargo, al parecer el tratamiento crénico con etanol si aumentd
especificamente la vida media del ARNm correspondiente a las subunidades NR1 en
neuronas fetales corticales (Kumari et al 1998). EIl ARNm correspondiente a la subunidad
NR2B también se demostré aumentado en el cértex de ratas con dependencia fisica al
etanol tras su exposicion al vapor de etanol (Hardy et al 1999). En un articulo publicado

mas recientemente los autores detectaron que el tratamiento de ratas con etanol durante
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seis dfas si resulté en incrementos de los niveles de ARNm de las subunidades NR2A y
NR2B en hipocampo y cortex (Devaud et al 2004).

Sin embargo, también se han publicado estudios que han detectado disminuciones
en los niveles de ARNm correspondientes a las subunidades NR1-2 y NR1-4, tras
administrar durante 8 dias alcohol a ratas macho adultas (Darstein et al 2000). Otros
investigadores detectaron, en neuronas corticales de rata, una disminucién del ARNm y de
los niveles de proteinas de determinadas variantes NR1, aunque paraddjicamente un
incremento de los niveles de las variantes concretas de subunidades NR1-4 (Nagy et al
2003). Por su parte, Hoffman y colaboradores observaron, en ratas bajo el consumo de
etanol por gavaje durante 8 dias, una disminucién en el ARNm en algunas areas cerebrales
para dos variantes NR1, las subunidades NR1-2 y NR1-4, ambas con delecciones en las
regiones C-terminales (Hoffman et al 2003).

Otros autores estudiaron la distribucién de todas las variantes NR1, mediante
técnicas de transcripcion inversa-PCR y Western blott, en cultivos de células neuronales
corticales de fetos de ratones expuestos durante cinco dias al etanol (50 mM), concluyendo
que el tratamiento crénico con etanol disminuia selectivamente el ARNm y los niveles de
polipéptidos correspondientes a la isoforma NR1-4b, incrementando paralelamente la
proporcién de polipéptidos NR1-4a, aunque sin efectos sobre el ARNm que codifica esta
ultima isoforma (Kumari et al 2001). Estos datos apoyaban claramente la hipétesis de los
efectos selectivos del tratamiento crénico con etanol sobre la expresion de determinadas
variantes NR1, tanto a nivel del ARNm como de los niveles polipeptidicos, y permitian
explicar la aparente falta de resultados obtenidos por otros autores al medir ARNm

globales para las NR1 tras el tratamiento crénico con alcohol (Hu et al 1990).

Subunidades NR2

Existen diversos estudios que demuestran que los receptores NMDA que
contienen subunidades NR2C (limitadas al cerebelo) o NR2D (localizadas en el tronco del
encéfalo) son menos sensibles a los efectos inhibitorios del etanol, comparados con los que
contienen subunidades NR2A (las subunidades mas frecuentemente expresadas en el
cerebro adulto), y las NR2B (que son mas prominentes durante los periodos prenatal y
postnatal temprano) (Kuner et al 1993, Blevins et al 1997, Fink et al 1996, Allgaier 2002).
No esta claro si las NR2A son mas sensibles que las NR2B al etanol (Mirshahi et al 1995,
Blevins et al 1997).

La estrecha relaciéon entre el incremento de las subunidades NR2B y la sobre-

regulacion adaptativa al alcohol se observa en otro estudio, en el que los autores estudian la
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relaciéon de dichas subunidades con el factor activador del plasmindgeno tisular (tPA).
Dicho factor es una proteasa, implicada en la plasticidad neuronal y las convulsiones, y cuya
actividad es inducida de forma temporal en el sistema limbico por el alcohol consumido de
forma crénica. El tPA interacciona con los receptores NMDA que poseen subunidades
NR2B, y es un factor necesario para la sobre-regulacién de dichas subunidades ante el
alcohol. En consecuencia, ratones con déficit de tPA poseen una reducida capacidad de
fosforilacion por las quinasas extracelulares y de sufrir la sobre-regulacién adaptativa al
etanol de las subunidades NR2B, por lo que tampoco poseen capacidad de padecer
convulsiones durante la abstinencia alcohdlica. Mas adn, la facilitacién de las convulsiones
por abstinencia mediada por el tPA es abolida mediante el ifenprodil, antagonista especifico
de los NR2B (Pawlak et al 2005). En todo caso, la presencia de NR2B es un factor, aunque
no el dnico, que contribuye a la alta sensibilidad al etanol de los receptores NMDA (Yang
et al 1996, Popp et al 1999).

Aunque existen estudios que no detectaron diferencias detectables sobre algunas

subunidades NMDA atendiendo al género del animal, subunidad de receptor estudiada y
regiones cerebrales analizadas (Devaud et al 2004), otros grupos mediante Western blot
detectaron un incremento del nivel de subunidades NR2A y NR2B en cortes de hipocampo
de ratas alcoholizadas durante 14 dfas, y sometidas a una abstinencia posterior de 7 dias,
(Nelson et al 2005).
Es importante destacar que diferentes variantes de subunidades NR1 pueden afectar la
sensibilidad de las NR2 al etanol; la maxima inhibicion de la actividad del canal se observa
en la combinacion NR1-2b/NR2C, y la minima en NR1-3b/NR2C, NR1-3b/NR2D, y
NR1-4b/NR2C (Jin et al 2000).

Por ultimo, algunos aminodacidos en el tercer y cuarto dominio transmembrana de
las NR2A han sido identificados como residuos que contribuyen a las acciones inhibitorias

del etanol sobre la actividad del canal (Ren 2007, Honse 2004).

Cofactores

Otros factores que han sido considerados como moduladores de la sensibilidad al
etanol de los receptores NMDA incluyen el Mg*" y agentes redox (Michaelis et al 1994,
Chu et al 1995). En general, no existen evidencias de peso a favor de estos factores en

relacidn a la sensibilidad al etanol.
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GMP ciclico

Una de las primeras lineas de laboratorio desarrolladas (Tabakoff et al 1996) por
algunos investigadores fue la dedicada al estudio de los mecanismos mediante los cuales el
etanol reduce los niveles de GMP ciclico en el cerebelo. En cultivos de neuronas granulosas
cerebelosas, el etanol, a concentraciones de 10-50 mM, redujo la produccion de GMP

ciclico estimulado por el glutamato.

La glicina end6gena

Como se ha descrito en capitulos anteriores, la glicina posee un sitio de unién en la
superficie externa del receptor NMDA. La estimulacion por la glicina al parecer es un
requerimiento imprescindible para la activaciéon del receptor, por lo que se considera a este
aminoacido como un coagonista del glutamato (Monaghan et al 1989). En presencia de una
concentracién constante de glicina, la inhibicion endlica no puede ser revertida por
incrementos de la concentracién del neurotransmisor NMDA, de lo que se deduce que las
respuestas inducidas por el téxico en dichos receptores actian con un mecanismo no
competitivo (Hoffman et al 1989, Wright et al 1996).

En contraste, la inhibicién de los NMDA provocada por el alcohol en cultivos de
células granulosas cerebelosas si puede ser revertida por altas concentraciones de la glicina
(Rabe et al 1990), lo que sugiere que el etanol es capaz de disminuir la potencia de unién de
la glicina en el receptor NMDA (Snell et al 2000). En presencia de una concentracién
constante de neurotransmisot, la inhibicién por el alcohol del receptor serda mayor ante
bajas concentraciones de glicina, y disminuira a medida que la glicina incrementa su
concentracién. Altas concentraciones de glicina pudieron incluso revertir el efecto
inhibitorio del etanol en los receptores NMDA en células de nucleo estriado, y revertian
también paralelamente los incrementos estimulados por el NMDA del Ca*" intracelular en
células disociadas de cerebro neonatal (Dildy et al 1989), aunque dicha capacidad de
reversion pueda darse tan sélo en unas determinadas condiciones de cultivo, y en un
entorno intracelular muy estable (Popp et al 1999).

A la controversia sobre el tema se afiaden algunos estudios con resultados opuestos
o negativos, aunque podrian deberse a las condiciones experimentales (Cebers et al 1996,
Popp et al 1999). Tampoco la glicina revirtié la inhibicién endlica sobre los NMDA en
cortes corticales e hipocampales (Gonzales et al 1990), no afect6é a la inhibicién por el
toxico de las corrientes NMDA en cultivos de neuronas hipocampales, ni influyé en la
inhibicién endlica de los incrementos de Ca” intracelular mediados por los receptores

NMDA en cultivos de neuronas corticales (Randoll et al 1996). Es posible que la aparente
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disparidad en los resultados de estos estudios guarde relacién con el area cerebral estudiada
en cada uno de los trabajos, siendo las neuronas corticales e hipocampales insensibles a la
reversion del efecto inhibitorio del etanol por la glicina, al contrario que las granulosas
cerebelosas y del nucleo estriado, y que estas diferencias estén asociadas a la distinta

composicion de las subunidades receptoras entre areas cerebrales (Buller et al 1995).

Las quinasas intracelulares

Estudios de subunidades NR1 expresadas en células de mamiferos revelaron un
incremento calcio-dependiente de la sensibilidad de los receptores a la inhibicion
alcohdlica, que pudo eliminarse cuando el dominio C-terminal de las NR1 fue modificado.
Dado que el dominio C-terminal del receptor contiene los sitios de fosforilacion, este
estudio refuerza la hipdtesis de que las quinasas calcio-dependientes y las fosfatasas
influencian la accién del etanol. Si la activacién de la PKC resulta en un incremento de la
fosforilaciéon y activacion de los receptores NMDA, la inhibicién alcohdlica de la
funcionalidad de los receptores NMDA hipocampales podria estar mediada por la
defosforilaciéon de dichos receptores, activada por el etanol mediante el incremento de la
actividad de una tirosinafosfatasa (Alvestad et al 2002). Como respuesta rapida a dicha
inhibicién alcohdlica, podtia producirse una reaccién compensatoria de incremento de la
fosforilacion del receptor, que conduciria a la aparicion de una tolerancia aguda a los
efectos del etanol en la funcién del receptor (Miyakawa et al 1997, Poelchen et al 2001).

Segun esta hipétesis podria esperarse que la fosforilacion del receptor hipocampal
pudiera contrarrestar el efecto del etanol. Un estudio en cerebros de ratones demostrd que
las tirosinquinasas como la Fyn pueden fosforilar residuos de tirosina en los NR2A y
NR2B. La fosforilaciéon del receptor NMDA por la tirosinquinasa Fyn conllevaba la
resistencia a la inhibicién por el alcohol de la funcién de los NMDA (Miyakawa et al 1997).
Otro efecto derivado de la adicién de tirosinquinasa Fyn a las neuronas fue la reduccién de
la inhibicién por el etanol de los receptores recombinantes que contienen subunidades
NR2A de células mamiferas (Anders et al 1999).

Un estudio histoquimico sobre motoneuronas en cortes de médula espinal de
ratones neonatos, que contienen en el nicleo PKC-gamma en abundancia, aporté mas
datos a favor de la relaciéon entre PKC y tolerancia y abstinencia alcohdlicas. El efecto
depresivo del etanol y las respuestas de hiperactivaciéon durante la abstinencia se midieron a
través de los incrementos del Ca** intracelular, observandose que la exposiciéon de dichas
células al etanol indujo a la traslocacion del enzima desde el ntcleo hasta el citoplasma.

Ademas, el pre-tratamiento con un inhibidor especifico de la quinasa, llamado gammaV5-3,
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bloqued la traslocacién inducida por el etanol y también las sobrerespuestas de la
abstinencia endlica (Li et al 2005). Sin embargo, este mecanismo de acciéon no ha podido
demostrarse en otras areas cerebrales. Incluso algunos autores han sugerido un efecto

inhibitorio del enzima sobre la funcionalidad de los receptores NMDA (Snell et al 2000).

Cambios en la localizacion de los receptores ante el estimulo alcohélico

La regulacién dinamica de la eficacia sinaptica depende del flujo de los receptores
NMDA hacia las sinapsis y sus desplazamientos, incluyendo la insercién y desinsercion de
los receptores de la membrana sinaptica plasmatica (Carroll et al 2002). Se ha demostrado
que un numero importante de subunidades NR1 se localiza intracelularmente, mientras que
las subunidades NR2 se expresan primariamente en la superficie celular de las neuronas, y
que las subunidades NR1 requieren la co-expresion de las NR2 para desplazarse
eficientemente dentro de la superficie celular. Ademas, los receptores NMDA pueden
localizarse tanto sinaptica como extrasinapticamente. Una vez los receptores se han
insertado en la membrana plasmatica neuronal pueden difundir libremente hasta quedar
atrapados y estabilizarse en localizaciones sinapticas, a través de su asociaciéon a complejos
proteinicos que los anclan al citoesqueleto postsinaptico (Turrigiano et al 2000).

El tratamiento crénico de neuronas hipocampales con antagonistas de receptores
NMDA induce no sélo a un incremento del grupo de receptores NMDA que contienen
subunidades NR1, sino también a un cambio en la localizacién de este grupo de receptores
en las sinapsis (Rao et al 1997), alterando la relaciéon existente entre la localizacion
extrasinaptica y la sinaptica (Hoffman 2003). En wun experimento sobre membranas
sinapticas hipocampales de ratones que habian consumido alcohol crénicamente, en el
momento de la abstinencia alcohodlica se detecté un incremento en el nivel de las
subunidades NR1, NR2A y NR2B, tanto en el homogeneizado total como en las fracciones
de membranas. A las 6 horas de la abstinencia, cuando los signos clinicos de la abstinencia
arreciaban y las crisis convulsivas son de mayor severidad, hubo un fuerte incremento en el
nivel de subunidades en las fracciones de membrana sinaptica, mientras que las proteinas
del homogeneizado retornaban a los niveles control (Nunley et al 2001). Por otra parte,
otros estudios han evidenciado que una semana de exposiciéon de las neuronas al etanol
incrementa las agrupaciones (c/usters) dendriticas de NR1 y NR2A, e incrementa también la
fraccion de NR1 asociadas a NR2A, y la fraccion de NR2A asociadas con las NR1. Estos
cambios son compatibles con mayores movimientos de NR1 en la superficie celular (y
posiblemente también en localizacion sinaptica), en las células tratadas con alcohol

(Carpenter-Hyland et al 2001, Hoffman et al 2003).
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Efectos del etanol sobre los factores transcripcionales

Recientemente se ha sugerido que el alcoholismo y las enfermedades relacionadas
con el alcohol son el resultado de una compleja interaccién de factores genéticos multiples
y ambientales. Diversos estudios han puesto de manifiesto que determinados
polimorfismos de los genes responsables de la sintesis de las subunidades NR1 y NR2 de
los receptores NMDA se asocian a una mayor vulnerabilidad al alcohol, mayor tendencia al
padecimiento de delirium tremens y convulsiones durante la abstinencia alcohdlica, y a un
inicio precoz en el abuso del mismo (Wernicke et al 2003). En consecuencia, existiria por
una parte una predisposicion genética al alcoholismo, y a su vez el consumo de alcohol
inducirfa modificaciones en la lectura genética que contribuirfa a la patologia relacionada
con el téxico.

Estas interacciones dinamicas y a multiples niveles son responsables de la
heterogeneidad y complejidad de las patologias asociadas al alcoholismo (Brooks et al 2000,
Starkman et al 2012). Diversos estudios con micromatrices de ADN (wzicroarrays) apoyan que
el etanol podria influir en diferentes momentos del circuito genético. Un estudio sobre la
expresion de aproximadamente 10000 genes en el cortex frontal y motor de humanos
alcoholicos  cronicos, comparados con controles no consumidores, detecté una
reprogramacion selectiva de la expresion genética en distintos grupos funcionales de genes.
Las diferencias mas marcadas se detectaron en los genes relacionados con la mielina y con
diversas proteinas de transporte neuronal, asi como en las vias de sefializacion del AMPc,
calcio y tiroides, sugiriendo que la neuropatologia y las alteraciones neuronales observadas
en el alcoholismo afectan a multiples vias genéticas (Mayfield et al 2002). Posteriormente
otros investigadores compararon la expresion del ARN en el nucleo accumbens y el cortex
prefrontal de muestras cerebrales provenientes de alcohdlicos, detectando que
aproximadamente el 6% de los genes sensibles al alcohol eran comunes en las dos areas. En
el cortex frontal, los genes predominantes eran los que codifican proteinas de transporte
del ADN incluyendo factores de transcripciéon y proteinas de reparacién. Los genes
encargados de la codificacion de proteinas mitocondriales estaban infra-regulados, lo cual
resultaba en una disrupcion de la funcién mitocondrial y la producciéon de energia,
aumentando el estrés oxidativo. Otros genes alcohol-sensibles en el cortex se relacionaron
con la apoptosis y la neuroproteccion. En contraste, en el nucleo accumbens los genes
relacionados con el alcohol se asociaron a la regulaciéon de la arquitectura celular y
transmisiéon de sefales en la sinapsis, sugiriendo una neuroadaptaciéon a la exposicion

crénica al alcohol en la estructura y funcion sinapticas (Flatscher-Bader et al 2005).
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Procesos epigenéticos

A los procesos quimicos que modifican la actividad del ADN pero sin alterar su
secuencia los denominamos epigenéticos. Tres de los mecanismos mds importantes de la
regulacion epigenética, en los que el etanol podria ejercer parte de sus efectos, son:

1. La metilacién del ADN (Qiang et al 2010), ya que la hipometilacién provocada por
el toxico puede conducir a una alteracién en la expresion génica y de la estructura
cromatinica que conduce a alteraciones del DNA y a la rotura de las cadenas que lo
conforman (Pignataro et al 2009), lo que podria finalmente conducir a la disfuncién
tisular y a la patologia (Hillemarcher 2011). Un muy reciente estudio publicado ha
detectado consistentes disminuciones de la metilaciéon del ADN con importantes
repercusiones en la transcripcion genética (Ponomarev et al 2012).

2. La acetilacion de histonas. El etanol causa la acetilacién selectiva de determinadas
histonas e incrementa la actividad de la histona-acetil-transferasa (Park et al 2005).
En presencia de grupos hiperacetilados la cromatina nuclear se relaja y se hace
accesible a las proteinas trasncripcionales, resultando en un incremento de la
transcripcion (Ponomarev et al 2012).

3. La fosforilacién de histonas, crucial para las modificaciones de la cromatina

nuclear, que activan la transcripcion génica (Aroor et al 2010).

Etanol y ARNm

Tras apenas unas horas de contacto con el etanol en el medio se produce un
enorme incremento en el glutamato liberado, y los niveles polipeptidicos de las
subunidades NR1 y NR2B aumentan en ndmero, aunque disminuye su sensibilidad al
toxico, situaciéon que se mantiene a lo largo del tiempo, en el estado de alcoholizacion
cronica (Kumari et al 2005). Mas recientemente se han intentado identificar los
mecanismos moleculares que subyacen bajo el incremento de las subunidades NR1, y se ha
detectado un incremento de la estabilidad del ARNm de las NR1 durante la exposicion
cronica al etanol, posiblemente a través de la asociaciéon con diversas proteinas de enlace
del ARN (Anji et al 2011).

La expresion genética de las diferentes proteinas, como son las subunidades del
receptor NMDA, esta regulada, ademas de por la trascripcion del ARNm correspondiente,
por las alternativas expresadas del precursor del ARNm (pre-ARNm). El pre-ARNm
transcrito contiene secuencias llamadas intrones, que deben ser escindidas antes del
transporte de la molécula al citoplasma para su traduccion. La eliminacién o empalme de

los fragmentos (splicing) puede alterar las propiedades del receptor glutamatérgico, puesto
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que algunos exones (partes no excedentes del ARNm) se encuentran en el extremo de la
molécula, y pueden ser o no escindidos. Es el caso de las ocho variantes de subunidades
NR1 derivadas del splicing de los exones 5, 21 y 22, que determinan los extremos N y C
(Bradley et al 2006). Las diferentes variantes exhiben afinidades diferentes a agonistas y
antagonistas, la modulacién por el zinc, y un patrén de expresion regional y de desarrollo
diferentes. Ademas, el splicing puede afectar el traslado intracelular, la colocacion y el anclaje
de los complejos receptores. Cuando las ocho isoformas de la subunidad NRI1, cuyo
mensaje genético esta contenido en un solo gen, son co-expresadas en diversas
combinaciones con una de los cuatro subtipos de NR2, la inhibicién maxima de la
actividad del canal en presencia de etanol se detecta en NR1-2b/NR2C, mientras que la
minima fue detectada en NR1-3b/NR2C, NR1-3b/NR2D, y NR1-4b/NR2C (Acosta et al
2010). En cuanto a las variantes de las subunidades NR2, en relaciéon a diferentes exones
alternativos, la escisiéon del exén 2 en la variante NR2B se ha relacionado con el efecto
regulador del etanol sobre dicha isoforma (Mei et al 2005). Puede sugerirse que los
polimorfismos en multiples genes sensibles al efecto del etanol probablemente incrementan
el riesgo de alcoholismo mediante la modulacién de la expresion de determinadas variantes
o isoformas. Adn no esta claro como el etanol afecta el mecanismo del splicing y a los
polimorfismos asociados al alcoholismo, aunque el estrés oxidativo inducido por el

metabolismo del etanol puede ser un factor (Chandrasekar 2013).

Muerte celular y etanol

Finalmente y mas alld de los cambios funcionales, los mecanismos mediante los
cuales el etanol induce la muerte celular son muy complejos y estan interrelacionados.
Actualmente se hipotetiza que la relacion entre la muerte celular y el etanol incluye
directamente al sistema glutamatérgico, a través de diferentes mecanismos: la propia
inhibicién de los receptores NMDA, de la que ya hemos hablado en los capitulos
precedentes; la interferencia en las senales de diversos factores neurotréficos como el
extremo C-terminal del receptor NMDA, relacionado con sitios de fosforilacién de
quinasas y proteinas de unién al citoesqueleto (Tingley et al 1997, Ehlers et al 1995); la
inducciéon del estrés oxidativo en el tejido nervioso, a través fundamentalmente de la
produccién de acetaldehido por la alcohol-deshidrogenasa citosélica (Flora et al 2012); la
modulacion de las sefiales del 4cido retinoico, la alteracion de las corrientes de los canales
de potasio, la deficiencia de tiamina y la interferencia en la regulaciéon translacional

(Chandrasekar 2013).
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Conclusiones

Probablemente la sensibilidad de un grupo neuronal al etanol no sea fruto de un
Unico factor, sino a la combinacién de varios de ellos, actuando a diferentes niveles
celulares y moleculares. En la actualidad los datos mas concluyentes apuntan a que la
regulacion de la sensibilidad de la region extracelular del receptor NMDA al alcohol se
realiza a través de procesos de fosforilacion y defosforilacion, tanto en las subunidades de
los receptores, como en proteinas accesorias.

Por otra parte, los diferentes tipos de neuronas, ubicadas en las distintas areas
cerebrales, podrian contribuir a determinar el que en un determinado grupo de receptores
predominen determinadas subunidades del receptor NMDA, mas o menos sensibles segin
su composicion a los efectos del etanol.

A su vez, el propio etanol podria actuar como modulador de la sensibilidad de un
deteminado grupo de receptores, a través de modificaciones en la composicion de las
propias subunidades, o en la ubicacién de los enzimas de fosforilacién/defosforilacién

dentro de la estructura celular.

IMPLICACIONES FISIOLOGICAS DE LA MODULACION DE LOS

RECEPTORES NMDA POR EL ETANOL

Inhibicién aguda

El receptor NMDA posee una funcién clave en la potenciacién a largo plazo (PLP) de la
respuesta sinaptica mediada por los AMPA (ver capitulos anteriores). En consecuencia, la
inhibicién provocada en los NMDA por el etanol provoca un bloqueo hipocampal en la
PLP (Givens et al 1995, Schummers et al 2001), mas pronunciado en ratas jévenes de 30
dias que en adultos (90 dias) (Pyapali et al 1999). La PLP es un modelo de aprendizaje y
memoria, y en humanos el etanol interrumpe la secuencia de una gran variedad de tareas en
las que esta implicada la memoria a corto plazo (Acheson et al 1998), y prodia provocar, a
través de la inhibicién de la PLP, las lagunas de memoria alcohodlicas (Tsai et al 1998).
Ademas, la inhibicién de la PLP en el hipocampo puede ser responsable de los episodios de

amnesia post-ingesta enolica (White et al 2000).
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Tolerancia aguda

El efecto inicial del etanol sobre la actividad NMDA es la inhibicién. Sin embargo,
en algunas regiones cerebrales el efecto inhibitorio se reduce en funcién del tiempo de
contacto del farmaco con el receptor. Esta disminucion aguda de la sensibilidad de los
NMDA a la inhibicién endlica es llamada “tolerancia aguda” y fue inicialmente descrita en
cortes hipocampales de rata, en los cuales se observé una clara disminucién de la inhibiciéon
alcoholica tras un periodo de exposicion al toxico de 15 minutos (Grover et al 1994),
confirmandose posteriormente que se eliminaba el efecto inhibitorio del etanol sobre la
PLP mediada por los NMDA (Tokuda et al 2007). En cortes de médula espinal la actividad
depresiva sobre los NMDA del etanol disminuia un 37% alos 8-10 minutos, pero tan s6lo
un 17% a los 20 minutos, y en neuronas de otras zonas cerebrales como el locus ceruleus o
la amigdala también mostraron fenotipos similares de tolerancia aguda (Poelchen et al
1997).

Se han detectado hasta el momento seis genes asociados a la tolerancia aguda
alcoholica en roedores (Kirstein et al 2002). Dichos genes incluyen la subunidad NR1 del
receptor NMDA, un sistema tirosinquinasa que puede fosforilar las subunidades del
receptor NMDA, proteinas estructurales, y proteinas relacionadas con la propagacion de las
seflales de los receptores NMDA (Tabakoff et al 2003). Como ya se ha comentado, las
subunidades NR2 son fosforiladas por una familia de proteintirosinquinasas, Fyn y Src, tras
cuya activacion se produce una sobre-regulacion de la funcion del canal (Salter et al 2004).
Experimentos previos habian objetivado que la fosforilacion de las subunidades NR2B se
incrementa tras la administraciéon de etanol en ratones heterocigotos Fyn, pero no en los
ratones con deleccion Fyn, y que la tolerancia aguda a la inhibicién alcohodlica de las
corrientes mediadas por los NMDA no se observa en los que poseen dicha deleccién Fyn,
sugiriendo que la Fyn quinasa esta implicada en el fenémeno de la tolerancia aguda de los
receptores NMDA al etanol. Es posible que la tolerancia aguda a los efectos del alcohol en
los receptores NMDA dependa de la capacidad de fosforilacion del receptor o de proteinas
accesorias, la cual conduce a una menor capacidad de inhibicién de la funcionalidad del
receptor por parte del etanol (Miyakawa et al 1997).

Una cuestion interesante es si la tolerancia implica también una disminucién del
tiempo de inhibicién provocado por el etanol, y no tan sélo la disminucién en su intensidad
inhibitoria. Algunos estudios sugieren que si, en hipocampo (la actividad retorné a niveles
basales tras 35 minutos de la exposicion al alcohol) y en médula (40 minutos) (Lai et al

2004).
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La capacidad de mantener la PLP durante la tolerancia alcohodlica sugiere que la
formacién de la memoria y la plasticidad sinaptica pueden desarrollarse en respuesta a la
exposicion al alcohol. Esto permite especular que la sobre-regulaciéon adaptativa de los
receptores NMDA al etanol observada in vivo puede contribuir a los transtornos en la
memoria y aprendizaje que padecen los consumidores habituales, asi como a la génesis del
habito asociado con la adiccién al alcohol (Dickinson et al 2002, Everitt et al 2005).

Un estudio realizado sobre voluntarios no consumidores de alcohol pero con
historia familiar de alcoholismo, a los que se administré otro antagonista de los receptores
NMDA, la ketamina, puso de manifiesto que aquellos con antecedentes familiares de
alcoholismo padecifan menos efectos clinicos (disforia...) que los voluntarios sin carga
familiar, sugiriendo que efectivamente hay un contexto genético que predispone a la mayor
tolerancia a los efectos agudos del alcohol y, por tanto, a un mayor consumo del téxico

(Petrakis et al 2004).

Exposicidén cronica al etanol v abstinencia

La abstinencia que ocurre tras la ingesta repetida de etanol esta mediada por la
actividad excesiva de los receptores NMDA de las neuronas hipocampales, tanto en
cultivos (Carpenter-Hyland et al 2004) como en cortes (Hendrickson et al 2007). Este
efecto es abolido por antagonistas de estos receptores. La actividad excesiva de los NMDA,
asociada a la abstinencia (retirada brusca del toxico) y al incremento del flujo de Ca2+ por
el cnaal, serfa la causa fundamental de la neurotoxicidad y muerte celular (Fadda et al 1998)
que se detectan mayoritariamente en las neuronas glutamatérgicas con receptores NMDA
en las células corticales piramidales, células piramidales hipocampales de CAl, células
granulares en el girus dentatus y en la amigdala (Lovinger 1993, Obernier et al 2002).

La neurotoxicidad mediada por los NMDA y la muerte celular resultante de la
abstinencia alcohdlica puede ocasionar la disminucién de neuronas en el cortex (Harper et
al 1987) y el cerebelo (Baker 1999), y una disminucién en el nimero de dendritas en
neuronas corticales (Harper et al 1990). La hiperactivacion de los receptores NMDA podria
ser la causa de las convulsiones y otros sintomas observados en roedores y humanos
durante la abstinencia alcoholica, potencialmente fatales (Hall et al 1997).

LOS RECEPTORES NMDA Y L.OS CAMBIOS EN ELL. COMPORTAMIENTO

PROVOCADOS POR EL ALCOHOL
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Desde hace afios se conoce que el etanol altera la neurotransmision glutamatérgica

en animales de laboratorio, a través de la inhibicién de la respuesta de los diferentes

receptores glutamatérgicos, y en especial de los NMDA.

En la tabla 3 se enumeran las principales formas clinicas de presentacion de la

enfermedad alcoholica, y su posible relacion etiopatogénica con el sistema glutamatérgico.

Presentacion clinica
Intoxicacion alcohdlica aguda; alteraciones
cognitivas asociadas

Euforia y dependencia

Efectos glutamatérgicos del etanol
Atenuacién aguda de la neurotransmision de los
receptores NMDA
Incremento de la neurotransmisién dopaminérgica.

Sobre-regulacién de los receptores glutamatérgicos

Pérdidas de memoria (blackout)

Alteracion de la potenciacion a largo plazo;
atenuaciéon aguda de la neurotransmisién de los
receptores NMDA en el contexto de la sobre-

regulacién adaptativa cronica de dichos receptores

Sindrome de Wernicke-Korsakoff

Degneracion cerebelosa. Atrofia cerebral

Supersensibilidad de los receptores NMDA que
conduce a la excitotoxicidad. Disminuciéon de
magnesio, zinc y tiamina. Incremento del 6xido

nitrico, hipercortisolemia.

Sindrome alcoholico fetal

Bloqueo de los efectos tréficos de los receptores
NDMA. Disminucién de la densidad de receptores

glutamatérgicos postnatales.

Tabla 3. Hipotesis glutamatérgica de la lesiones cerebrales por ingesta de alcohol
(adaptado de Tsai et al, 1998)

INTOXICACION ALCOHOLICA AGUDA

Tras la ingesta de una sola dosis de etanol el animal de laboratorio ya sufre una

atenuacion aguda y transitoria de la neurotransmisién mediada por los receptores NMDA

(Lovinger et al 1989, Hoffman et al 1989).
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Segtin esta misma hipotesis glutamatérgica, las pérdidas de memoria (blackoni) que
padecen frecuentemente los consumidores habituales de dosis importantes de alcohol tras
una ingesta copiosa del mismo, podrian relacionarse con la brusca inhibicién provocada
por el etanol de la neurotransmision glutamatérgica, cuando de base ya existe una sobre-

regulacion adaptativa de los receptores glutamatérgicos.

LOS NMDA Y EL ALCOHOL COMO ESTiMULO REFORZANTE

El alcohol como estimulo reforzante positivo

Un estimulo reforzante (reznforcer) es un evento cuya presencia, en el contexto de
una respuesta de comportamiento, modifica la probabilidad de que dicha respuesta ocurra
en el futuro. Un estimulo reforzante puede ser positivo, cuando su presencia resulta en un
incremento de la probabilidad futura de la respuesta, o bien negativo, cuando al eliminarlo
se incrementan las posibilidades de que reaparezca en el futuro la respuesta de
comportamiento. LLas vias mesolimbicas dopaminérgicas estan intimamente envueltas en las
respuestas de refuerzo (“reinforcement”) (Hitchcott et al 1997). Se cree que el refuerzo
positivo asociado a las drogas esta mediado por la activacién de dichas vias, asi como por
otros sistemas neurotransmisores de la amigdala, que incluyen la corteza del nucleo
accumbens, la amigdala central medial, el nacleo de la s#ia terminalis y la substancia
innominada sublenticular.

Las interacciones de los sistemas glutamatérgico y dopaminérgico en el sistema
mesolimbico son muy complejas (Kitai et al 1999). Algunos estudios sugieren que el
receptor NMDA esta relacionado con los efectos de refuerzo positivo del alcohol,
determinando as{ el impulso de mantener el consumo de dicho téxico. Tanto la
administracion de etanol como de otros antagonistas de los receptores NMDA,
incrementan la liberaciéon de dopamina en el nicleo accumbens (Imperato et al 1980).
Ademis, la administracion de diferentes antagonistas NMDA por via sistémica o
directamente en el nucleo accumbens de ratas redujo de forma significativa la respuesta
operativa producida por el alcohol, disminuyendo su consumo (Bienkowski et al 1996,
Stromberg et al 1999). Sin embargo, sélo algunos antagonistas del receptor NMDA como
la dizocilpina o MK-801 estimulan la actividad de las neuronas dopaminérgicas en el area
ventral tegmental (Diana et al 1993), sugiriendo la existencia de diferentes mecanismos de

control en la liberaciéon dopaminérgica en dicho territorio, ademas del NMDA.
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Efectos ansioliticos del alcohol como estimulo reforzante

Dentro de la amigdala, determinados sistemas neurotransmisores son importantes
para las respuestas mediadas ante los agentes estresantes, y entre ellos estan los receptores
glutamatérgicos. Las neuronas de la amigdala basolateral poseen receptores NMDA vy
AMPA, y los tratamientos que disminuyen la transmision mediada por dichas neuronas
provocan efectos ansioliticos (Davis et al 1994). Los receptores NMDA en la amigdala
podrian ser especialmente importantes en la patologia de la ansiedad, dado que existen
fuertes evidencias que relacionan las conexiones neuronales amigdalares como mediadoras
del miedo y la ansiedad. El efecto ansiolitico de dosis bajas de etanol y de otros
antagonistas NMDA, que podtia ejercerse a través de su influencia sobre la amigdala, es
bien conocido tanto en animales como en humanos (Eckardt et al 1998, Merikangas et al
1998) y debe considerarse un efecto reforzante, puesto que incrementa la tendencia al
consumo de etanol. La expresion del ARNm que codifica las NR1 aumenta selectivamente
en animales crénicamente expuestos al etanol en la amigdala lateral y basolateral de rata,
sugiriendo la importancia del efecto adaptativo del alcohol sobre los receptores NMDA en
la amigdala (Floyd et al 2003). Por otra parte, el tratamiento crénico con etanol conlleva
neuroadaptaciones en el sistema NMDA del nucleo central de la amigdala, tanto a nivel de

la trasmision glutamatérgica presinaptica como postsinaptica (Roberto et al 2004).

LOS RECEPTORES NMDA EN LA ADAPTACION CRONICA AL ETANOL.

TOLERANCIA Y DEPENDENCIA.

Tolerancia aguda al alcohol

De forma general, se define la tolerancia como la capacidad de soportar o de dar
una respuesta menor frente a un estimulo, generalmente tras un perfiodo de exposicion
continuada a dicho estimulo. La tolerancia al alcohol es un proceso de neuroadaptacion
ante el contacto con dicho téxico. Puede aparecerer como un fenémeno agudo, o ante el
consumo mantenido y excesivo de etanol. Es también un factor critico en el diagnéstico de
la dependencia alcohélica, y puede ademas por si misma contribuir al incremento del
consumo del téxico (Hoffman et al 2003).

El desarrollo de una tolerancia funcional aguda al etanol, que ocurre ante una unica
ingesta del toxico, es una forma de adaptacion rapida del organismo al mismo (Kalant et al

1971). Este cambio puede llevar a un incremento en el consumo de alcohol para recuperar
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los efectos placenteros, y puede consecuentemente resultar también importante para el
desarrollo de la dependencia alcohodlica. Los hermanos de alcohélicos (individuos con
historia familiar positiva) muestran una respuesta reducida a muchos efectos fisiologicos y
subjetivos del alcohol, comparados con individuos con historia familiar negativa (Schuckit
et al 1988). Estos “escasamente respondedores” al alcohol son mas propensos a convertirse
a su vez en alcohodlicos dependientes, lo que sugiere que la pobre respuesta al etanol
conduce a un mas rapido desarrollo de tolerancia endlica (Newlin et al 1990). En ese caso,
el desarrollo de una tolerancia aguda podria ser un indicador o un elemento contribuyente a

la susceptibilidad a la dependencia alcohdlica.

Tolerancia crénica a los efectos del etanol

La tolerancia crénica al alcohol aparece tras largos periodos de exposicion al toxico.
Existen evidencias sobre la relacion entre la tolerancia aguda y el padecimiento posterior de
una tolerancia croénica, y que los receptores NMDA poseen un papel en ambos tipos de
fenémenos de neuroadaptacion (Wu et al 2001). Algunos trabajos con roedores de
laboratorio expuestos al alcohol y a antagonistas NMDA en diferentes entornos
ambientales sugieren que el bloqueo de los NMDA no interfiere en el desarrollo de la
tolerancia endlica per se, sino que bloquea selectivamente la tolerancia adquirida mediante el
aprendizaje (LeBlanc et al 1973, Lé et al 1980, Szabo et al 1994.En todo caso, existen
evidencias convincentes acerca de la existencia de una relacién compleja entre los
receptores NMDA y el fenémeno de la tolerancia aguda y cronica, y sobre la hipotesis de
que la tolerancia posee caracteristicas neuroreceptoras en comun con los procesos de
aprendizaje y memoria (Hoffman et al 2003), los cuales en muchos momentos dependen de
la actividad de los receptores NMDA (Newcomer et al 2001, Lee et al 2002, Nakazawa et al
2002, Roberts et al 2002, Wittenberg et al 2002).

Dependencia alcohélica

La dependencia por un téxico se define como la necesidad de continuar la
administracion del mismo una vez se ha adquirido el habito de su consumo. La
interrupciéon de dicho consumo ocasionara un sindrome de abstinencia, con
manifestaciones fisicas y/o psicologicas.

En la dependencia se distinguen dos tipos, una psiquica, en la cual el sujeto siente
un deseo irresistible de administrarse la droga, y la fisica, en la cual el organismo necesita la

sustancia para mantener su funcionalismo normal.
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Cambios en las subunidades del receptor NMDA y dependencia alcohélica

Los cambios en los receptores NMDA también se han relacionado con la
dependencia alcohdlica, a través de modificaciones en la densidad de determinadas
subunidades NR1, como las NR1a (Zukin et al 1995)), o las NR1-4 (Okabe et al 1999), que
aumentan tras la exposicién al alcohol y poseen mayor afinidad para los antagonistas
NMDA como el etanol, por lo que la influencia de dicho téxico potenciaria a su vez el
incremento de la presencia de subunidades con alta afinidad.

Hay algunos estudios que demuestran que la inhibicién de la actividad del canal en
presencia de etanol se produce cuando el receptor NMDA esta formado por determinadas
combinaciones de subunidades receptoras. Diferentes agentes antagonistas selectivos
(CGP37849, antagonista competitivo de los NMDA; 1.-701.324, antagonista del sitio de
union a la glicina; ifenprodil, antagonista selectivo de las subunidades NR2B; neramexano,
bloqueante del canal NMDA; y etanol, como antagonista funcional de estos receptores)
administrados a ratas alcoholizadas mediante infusiones intraperitoneales de alcohol,
demostraron que la inhibicién de la funcion NMDA, con independencia del agente
utilizado, es suficiente para la reduccién del indice de recaidas alcohdlicas (Vengeliene et al

2005).

Abstinencia alcohélica y anhelo (craving) por el alcohol

La hiperexcitabilidad glutamatérgica asociada a la abstinencia alcohélica puede
también contribuir a otros aspectos clinicos de la abstinencia, como el incremento del
anhelo por el alcohol (craving). La ansiedad es uno de los sintomas de la abstinencia endlica,
y el efecto ansiogénico de la abstinencia puede contribuir al incremento en el consumo de
alcohol, dado que, tal y como se ha descrito previamente, el alcohol posee efectos
ansioliticos. Actualmente se asume que el caving esta estrechamente relacionado con la
disregulacion glutamatérgica. En un muy reciente estudio realizado mediante resonancia
magnética espectroscopica para cuantificar los niveles de glutamato en el nacleo accumbens
y el cortex cingulado anterior, se objetivé que los niveles de glutamato en el coértex eran
mayores en los pacientes alcohdlicos que en los controles, y que la intensidad del craving se
correlacionaba positivamente con los niveles de glutamato y glutamina en ambas zonas
cerebrales. Estons niveles descendian drasticamente tras la desintoxicacion de etanol,
corroborando los estudios previos sobre animales que sugerfan que la disfucion
glutamatérgica estriatal se relaciona con la abstinencia alcohdlica (Bauer et al 2013).

Los antagonistas competitivos NMDA en la amigdala al parecer reducen la

ansiedad asociada a la abstinencia endlica en ratas (Gatch et al 1999). Ademas, durante y
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tras la abstinencia alcohdlica la densidad y nimero de neuronas dopaminérgicas
espontaneamente activas en el area ventral tegmental de ratas y la liberaciéon de dopamina
en el nucleo accumbens estan reducidos, y dichos cambios pueden revertirse mediante la
administracion de un antagonista NMDA (Rossetti et al 1991, Diana et al 1993)),
sugiriendo que la sobre-regulacién de los receptores NMDA durante la abstinencia endlica,
tanto en neuronas en el nucleo accumbens o el area ventral tegmental, podria incrementar
el nivel de inhibicién de la liberacién de dopamina en el nicleo accumbens, incrementando
la clinica de ansiedad. Este mecanismo a su vez estimularfa el aumento de la ingesta
alcoholica, que revertirfa la inhibicién inducida por el glutamato de la liberaciéon de
dopamina (Imperato et al 1986, Weiss et al 1993). De hecho, en un experimento con ratas
que podian auto-administrarse alcohol durante la abstinencia, los animales ingerfan etanol
en la cantidad suficiente como para que la liberacién de dopamina retornara a un nivel
similar al de los controles (Hoffman et al 2003).

Estos cambios a corto plazo en los NMDA no explican por si mismos el anhelo a
largo plazo (¢craving) por el alcohol que ocurre en individuos dependientes del toxico. Los
resultados de un estudio que media niveles de glutamato en ratas expuestas al alcohol en
una y en repetidas ocasiones parecen sugerir que las respuestas condicionadas por la
concentracién de glutamato extracelular podrian participar en el craving inducido ante
seflales pre-conocidas para el etanol, que se ha descrito frecuentemente implicado en las

recaidas de los alcohdlicos detoxificados (De Witte et al 2004).

Los receptores glutamatérgicos y la farmacoterapia de la dependencia alcohdlica

El conocimiento de la relacién entre los receptores glutamatérgicos y la
dependencia alcohdlica puede ser muy util para desarrollar nuevos tratamientos
farmacolégicos que permitan reducir el consumo de alcohol y prevenir algunas de las
consecuencias del mismo (Davis et al 1994), utilizando antagonistas de los receptores
NMDA aceptables para su uso clinico para el tratamiento de la abstinencia (Snell et al 2000,
Nagy et al 2004b).

Sin embargo, atn son escasos los estudios 2 vivo que han explorado el rol de la
disfuncién glutamatérgica en los pacientes alcohdlicos (Gass et al 2008). Por ejemplo, la
administraciéon del antagonista NDMA ketamina en alcohdlicos redujo los sintomas
negativos, la psicosis, la disforia y la pérdida de funciones cognitivas (Krystal 2003). El
topiramato, antagonista AMPA y kainato, también se utiliza en el tratamiento de la
dependencia alcohdlica (Johnson et al 2003). La memantina y otros antagonistas

glutamatérgicos redujeron el anhelo o ansia de consumo de etanol (craving) (Krupitsky
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2007). Otro antagonista no competitivo, el neramexano inhibié tanto el desarrollo como la
expresion de la dependencia alcohdlica a dosis de un minimo de 3.5 mg/kg. A dosis
menotes (un minimo de 1.75 mg/kg) inhibié la adquisicion y expresion de la preferencia
por el etanol (Kotlisnka et al 2004.

En el ano 2004 la FDA aprobd el uso del acomaprosato (Campral) para el
tratamiento del ¢raving e impedir la recaida tras la abstinencia alcohdlica, tras la publicacion
de resultados de estudios que demostraron su eficacia (Kranzler et al 2001) vy
posteriormente corroborados (Roesner et al 2008). El acamprosato actia como antagonista
a altas concentraciones, o como agonista parcial de los NMDA a concentraciones bajas
(Rammes 2001). El mecanismo de acciéon del acamprosato no esta totalmente aclarado,
pero se ha visto en una serie de estudios que altera las respuestas mediadas por el receptor
NMDA y que puede interaccionar con el sitio de la poliamina en dicho receptor,
reduciendo la toxicidad inducida por la poliamina en los cultivos organotipicos
hipocampales durante la abstinencia alcohodlica. También ha mostrado su capacidad de
reduccion del consumo de alcohol en animales sometidos al efecto de deprivacion

alcohélica (Rimondini et al 2002).

Abstinencia alcohdlica e hiperexcitabilidad glutamatérgica. Convulsiones por
abstinencia

La abstinencia de alcohol en un organismo acostumbrado a su ingesta puede
relacionarse con tres diferentes sindromes clinicos: la abstinencia alcohdlica no complicada,
las convulsiones por abstinencia alcoholica, y el delirio por abstinencia (delirium tremens).

En la hipétesis glutamatérgica los tres sindromes pueden poseer un unico
mecanismo fisiopatolégico: la capacidad inhibitoria del etanol, al ser consumido de forma
regular, para provocar un incremento compensatorio del nimero de receptores NMDA
(sobre-regulaciéon adaptativa). Esta potencial hipersensibilidad glutamatérgica en la
superficie sinaptica podria manifestarse ante la eliminaciéon subita del alcohol (abstinencia
alcoholica), a través del incremento de la actividad de las neuronas glutamatérgicas
postsinapticas (hiperxcitabilidad). Al cesar el estimulo antagonista del alcohol se provocaria
como consecuencia la sobre-activacion del sistema glutamatérgico, al quedar liberados un
namero incrementado de receptores. En esas circunstancias la estimulacioén postsinaptica y
los efectos catecolaminérgicos podrian verse considerablemente incrementados de forma
reversible. La consecuencia final de dicha hiperestimulacion glutamatérgica serian las
diversas manifestaciones clinicas de la abstinencia alcohdlica. La hipersensibilidad de 1a

neurotransmisiéon mediada por los receptores NMDA podria explicar la incapacidad de los
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agonistas GABAérgicos como las benzodiacepinas para controlar adecuadamente los casos
severos de abstinencia alcoholica y el delirium tremens, a pesar de ser administrados a altas
dosis, ya que muchos de dichos agonistas no poseen ningun efecto sobre el sistema
glutamatérgico.

El uso de microdialisis en animales ha demostrado de forma consistente que
durante los ciclos de intoxicacion y abstinencia aumenta significativamente el glutamato
extracelular (Rossetti et al 1999, Gu et al 2012).Ademas, el acamprosato, un homodlogo de
la taurina y antagonsita glutamatérgico, reduce los niveles de glutamato extracelular (De
Witte 2004, Hinton et al 2012). Este incremento del glutamato durante la fase inicial de la
abstinencia es el resultado de los cambios en la sensibilidad de los receptores NMDA
(sobre-regulacion adaptativa), e implica que al cesar bruscamente el consumo del téxico se
produzca un desbloqueo de un numero superior al normal de dichos receptores. Estos, al
activarse por la presencia de agonistas fisiologicos como el glutamato, pueden inducir
fenémenos de hiperexcitabilidad, particularmente en el hipocampo. En estudios
electrofisiologicos sobre cortes hipocampales preparados de ratéon en fase de abstinencia
alcoholica, el componente mediado por los NMDA de la excitaciéon sinaptica se
incrementaba durante la abstinencia. Dicha hiperexcitabilidad fue inhibida por un
antagonista NMDA, y se detecté un aumento de las descargas dependientes de los NMDA
en el gyrus dentado en un modelo in vitro de abstinencia endlica (Whittington et al 1995).

Estos datos indican que los cambios en el sistema NMDA contribuyen de forma
importante a la hiperexcitabilidad durante la abstinencia endlica, que, al asociarse a un
incremento de la densidad de receptores potencialmente estimulables, pueden ser frenados
o inhibidos mediante sustancias que actien antagonizando a los receptores NMDA. Asf,
antagonistas que actdan en diferentes sitios del receptor NMDA, como los bloqueadores
del canal o los antagonistas de los sitios de la poliamina y glicina, se han demostrado
eficaces en el bloqueo de las convulsiones provocadas por la abstinencia endlica, cuando
dichas crisis ya se estaban produciendo (Grant et al 1990, Liljequist et al 1991, Snell et al
2000). Otros autores demostraron que la supresion de las crisis convulsivas en ratas podria
llevarse a cabo profilicticamente mediante la administracion de antagonistas de los
receptores NMDA como el acamprosato, ifenprodilo y MK-801 durante la exposiciéon al
etanol (Kotlinska et al 2001). Por otra parte, animales sujetos a episodios repetidos de
abstinencia alcohdlica desarrollan un incremento en su sensibilidad a las convulsiones
inducidas por los agonistas NMDA, indicando un aumento en la funcionalidad del receptor

NMDA (Becker et al 1998, Gonzalez et al 2001).
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Mas aun, el periodo de tiempo durante el cual, tras cesar la ingesta de alcohol, la
densidad de receptores NMDA funcionantes se mantiene superior a la basal (periodo
susceptible de fenémenos relacionados con la hiperexcitabilidad glutamatérgica, y por tanto
con la excitotoxicidad derivada) en el hipocampo de ratén, corre paralelo al periodo en el
que pueden manifestarse las convulsiones por abstinencia alcohodlica, de manera que los
niveles de NMDA vuelven a los basales a las 24 horas de abstinencia, cuando los signos
claros de abstinencia alcohdlica han desaparecido (Gulya et al 1991). En un estudio sobre la
densidad de los receptores NMDA y AMPA en membranas neuronales del prosencéfalo
(encéfalo anterior) de ratas expuestas durante 84 horas a una severa intoxicacion por etanol,
y decapitadas posteriormente a las horas 0, 12 y 36 de la ultima dosis alcohélica, usando
ligandos especificos ("HJMK-801 y ["HJAMPA), los autores detectaron una Bmax del
[PHJMK-801 igual a la de los controles en la hora 0, un incremento del 49% de la unién
(binding) a las 12 horas, y del 24% a las 36 horas (Haugbol et al 2005). Cuando las
mediciones de los niveles de dichos receptores se efectuaron pasadas las 48 horas de
abstinencia de etanol no se objetivaron cambios en la densidad de los receptores NMDA
(Tremwel et al 1994).

En las subunidades NMDA se han detectado cambios en sus niveles en el
hipocampo de rata también que revierten en un tiempo corto, aproximadamente 48 horas
tras iniciarse la abstinencia. En un estudio sobre coértex de roedores se objetivaron
elevaciones en los niveles en el ARNm correspondiente a las subunidades NR2B durante la
exposicion alcohélica cronica, retornando a niveles similares a los de los controles a las 18
horas de abstinencia. En cambio, se observaron disminuciones en los niveles de ARNm
correspondiente a las subunidades NR1 en su variante 5°, que se mantuvieron durante la
exposicion al téxico y durante las primeras 48 horas de abstinencia. Los resultados
apoyaban la hipétesis de la neuroadaptacion al etanol crénico a través de modificaciones en
las subunidades del receptor NMDA, y que dichos cambios podrian ser importantes en la
precipitacion de la hiperactividad de la abstinencia alcohélica (Hardy et al 1999).

Un grupo de investigadores estudiaron el gen que codifica la subunidades NR1 de
los NMDA (GRIN1), y compararon la expresion de diferentes alelos, objetivando que
determinados genotipos y alelos se asociaban con el padecimiento de convulsiones durante
la abstinencia alcohdlica, con independencia de los afios de consumo, la edad de inicio o la

historia de delirium tremens (Rujescu et al 2005).
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Abstinencia alcohélica y neurotoxicidad

En la hipétesis glutamatérgica de los déficits neuroldgicos provocados por el
alcohol, el déficit de memoria de los pacientes alcohdlicos, como en los casos de
encefalopatia de Wernicke, podrian ser el resultado de la degeneraciéon neuronal mediada
por la excitotoxicidad inducida por el etanol. La excesiva y persistente activacion de los
receptores glutamatérgicos puede causar degeneraciéon neuronal. Un nimero suficiente de
neuronas definitivamente lesionadas llegaria a condicionar un déficit permanente, que
clinicamente se manifestaria atendiendo a la tarea neuroldgica de la zona cerebral afectada.

El incremento de la densidad de receptores NMDA en la ingesta cronica alcohdlica
podria llevar al cerebro a una mayor susceptibilidad a los insultos excitotoxicos, como la
anoxia o el trauma cerebral. Es interesante destacar que el hipocampo, el cortex cerebral y
el cerebelo, regiones todas ellas donde el glutamato es el mayor neurotransmisor
excitatorio, son altamente susceptibles a los efectos deletéreos del alcoholismo. El
solapamiento entre el perfil neuroanatémico de los receptores NMDA vy las lesiones
inducidas por el etanol es mas evidente en el hipocampo. Este posee el glutamato como
principal transmisor en sus circuitos intrinsecos y en sus conexiones con otras areas
cerebrales, y es la region cerebral mas vulnerable a la neurotoxicidad por etanol. Es en esta
area cerebral ademas donde se produce el fenémeno de la potenciacion a largo plazo (PLP),
que equivale a un analogo celular de la memoria reciente. Las alteraciones cognitivas y de
memoria que ocurren durante el abuso prolongado de etanol podrian ser explicadas por la
alteracion mantenida de la transmision NMDA, alterando los mecanismos de la PLP, e
induciendo déficits en la funcién neuronal hipocampal que implicarfan a la adquisicion de la
memoria.

Ademas de la afectacién focalizada de las funciones hipocampales, a un nivel mas
global se ha sugerido que el alcoholismo crénico podria lesionar de forma permanente el
cortex cerebral, provocando la pérdida neuronal y finalmente la atrofia cerebral difusa
objetivable macroscopicamente. Estas lesiones permanentes se establecerfan a través de
fenémenos de excitotoxicidad mediada por el sistema glutamatérgico, y relacionada con la
situacion mantenida de supersensibilidad de los receptores NMDA secundaria a la sobre-
regulacién adaptativa al consumo crénico del téxico. Los pacientes alcohdlicos padecen a
lo largo de su vida multiples y continuos cambios en la concentraciéon plasmatica y en los
niveles de alcohol en el tejido cerebral. Dichos cambios condicionan las muy diversas
manifestaciones clinicas de estos enfermos. Por ejemplo, las pituitas matutinas (nduseas y

vomitos pre-pandriales) son manifestacion de los cambios en la alcoholemia y la
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disautonomia establecida en estos pacientes. La excitotoxicidad a nivel del cortex cerebral,
que contiene abundantes receptores NMDA, y que desempenan un papel integral en la
transmisiéon cortico-cortical y cortico-fugal, aportarfa una explicaciéon plausible para el
déficit global cognitivo que hallamos frecuentemente en el deterioro neurolégico asociado
al alcoholismo.

El incremento en la funcionalidad de los NMDA durante la abstinencia alcohdlica
en animales puede implicar una susceptibilidad aumentada a la excitotoxicidad. Esta
generalmente aceptado que el receptor NMDA posee un importante papel en la muerte
neuronal por excitotoxicidad inducida por el glutamato (Choi et al 1992), y que tal dafio
puede ser incrementado tras la exposicion cronica al etanol y la abstinencia. Estudios en
ratas expuestas cronicamente al etanol demostraron que eran mas sensibles que los
controles a los efectos de la inyeccion intrahipocampal de NMDA, la cual produce una
disminucién de la actividad de la glutamatodecarboxilasa y la muerte neuronal (Davidson et
al 1993). Ademas, sobre cultivos de neuronas granulosas cerebelosas, hipocampales y
corticales han detectado que la neurotoxicidad inducida por el glutamato y el
neurotransmisor NMDA se incrementa en células crénicamente expuestas al etanol y a la
abstinencia (Iorio et al 1992, Al Qatari et al 2001). Por otra parte, la neurotoxicidad en
hipocampo tras la abstinencia alcoholica, sin necesitar la adicion de ningun componente
ex6geno, puede bloquearse por un antagonista NMDA, el MK-801, y por el ifenprodilo
(Mayer et al 2001), hecho que también apoya el argumento de que la sobre-regulacion
glutamatérgica de los NMDA tras la exposicion cronica al etanol puede generar lesiones
neuronales.

En relacién a la localizacion de los receptores NMDA, hay autores que sugieren
que la activaciéon de los receptores NMDA extrasinapticos conlleva la muerte de las
neuronas cultivadas hipocampales, mientras que la activacion de los receptores sinapticos
puede proteger a la célula de la muerte (Hardingham et al 2002), aunque otros estudios
parecen indicar que la activacion de receptores NMDA sinapticos o extrasinapticos puede
producir toxicidad dependiendo en realidad de la localizacion del glutamato liberado
(Sattler et al 2000). Si los receptores extrasinapticos estan primitivamente envueltos en la
toxicidad mediada por el glutamato, entonces un cambio en la proporciéon de receptores
sinapticos y extrasindpticos durante la exposicion al etanol y/o la abstinencia posterior
podtia alterar la susceptibilidad de las neuronas a la toxicidad inducida por el glutamato o el
NMDA, contribuyendo a la hiperexcitabilidad de la abstinencia alcohdlica (Hoffman et al
2003).
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ESTUDIOS PUBLICADOS SOBRE TEJIDO HUMANO DE IAS

ALTERACIONES PROVOCADAS POR EL ALCOHOL EN EL SISTEMA

GLUTAMATERGICO CEREBRAL HUMANO

A pesar de existir abundante bibliografia acerca de la interrelacién entre el sistema
glutamatérgico, el consumo de alcohol y la deteccion de lesiones en el SNC en animales,
son muy escasos los trabajos realizados sobre tejido humano. Las causas principales de esta
escasez son por una parte la dificultad, por causas médico-organizativas y éticas, para
conseguir las muestras adecuadas, siempre provenientes de necropsias, y por otra la
limitacion a la hora de establecer una historia clinica detallada de los antecedentes médicos
y del historial referente al consumo de etanol y otros téxicos por parte del paciente.

En la actualidad se desconoce si los cambios que se han demostrado en los
animales de laboratorio ocurren también en los cerebros de los humanos alcohdlicos que
poseen una larga historia y signos fisicos de consumo excesivo de alcohol. Si los cambios
descritos en los capitulos anteriores en los receptores glutamatérgicos también aparecen en
estos pacientes, las alteraciones en la actividad glutamatérgica podrian explicar parte de las
alteraciones clinicas provocadas por el alcohol, como la abstinencia alcohdlica, asi como las

lesiones histolégicas asociadas al alcoholismo crénico.

Experimentos sobre membranas celulares

1.- Glutamate receptor changes in brain synaptic membranes from human alcoholics.
(Michaelis et al 1990)

Los autores estudiaron los cambios en la unién del glutamato a sus receptores
especificos sobre membranas sinapticas aisladas de hipocampo, provenientes de necropsias
efectuadas a seis alcohodlicos (con historia clinica y signos clinicos demostrados de consumo
crénico excesivo de etanol) y cinco controles, sin diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a la edad y al tiempo de extraccion de las muestras a partir del fallecimiento de
cada individuo.

La primera fase del estudio consistia en explorar posibles cambios en la intensidad
de unién al [*H]glutamato y al [PH]CPP (acido 3-(2-Carboxipiperazin-4-yl)propil-1-
fosfénico, un potente, selectivo y competitivo antagonista de los NMDA). Se observo que
las membranas sinapticas preparadas de individuos alcohodlicos posefan una densidad
significativamente mayor de receptores para el glutamato (NMDA, kainato y quiscualato)
que las de los controles, cuantificada mediante la Bmax para el [*H]glutamato. Por otra

parte, en estos mismos homogeneizados de alcohdlicos se delimitaba claramente una
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subpoblacién de sitios de unién al [*H]glutamato, que representaba aproximadamente el
10% del total de sitios de unién de las membranas sinapticas, con una clara especial
afinidad hacia el ligando, con una K, entre 0.4 y 0.6 uM. Esta diferencia entre dos
subpoblaciones diferentes de receptores no se objetivd en los homogeneizados de los
controles, por lo que se deducia que en las membranas hipocampales de los alcohdlicos
existian sitios de unién de alta y baja afinidad al [?H]glutamato.

Ademas se detecté que las membranas de los alcohdlicos exhibieron descensos en
la densidad de unién al [PH|CPP, ligando especifico de los receptores NMDA, en
comparaciéon con las membranas de los controles. Por tanto, podia deducirse que la
subpoblacién de receptores NMDA no soélo no participaba en el incremento de la Bmax
para el L-[’H]glutamato, sino que de hecho padecia una disminucién en su densidad. Las
membranas hipocampales fueron expuestas a cuatro concentraciones diferentes de ligando
radiactivo [?’H|CPP (entre 100 y 600 nM). Los autores detectaron que la densidad de uniéon
al ligando, medida mediante la Bmax de los sitios de union al CPP en las membranas de los
alcoholicos, era tres veces menor a la de los controles, aunque la constante de disociacion
K}, indicaba una afinidad tres veces superior para la uniéon del [PH]CPP a los mismos
receptores. Dado que la activaciéon de los receptores del kainato y quiscualato es
responsable de la despolarizacion inicial que acaba condicionando el desbloqueo de los
receptores NMDA, los autores sugirieron que el incremento en el numero de los receptores
kainato y quiscualato podria representar una respuesta adaptativa a la accion inhibitoria del
etanol sobre los NMDA vy otros receptores glutamatérgicos.

Seis aflos mas tarde, otro grupo de investigadores aportaba algunos datos sobre el
trabajo de Michaelis no incluidos en el articulo (Freund et al 1996). De los consumidores de
alcohol, cinco estaban en situaciéon de intoxicacion aguda por alcohol en el momento de la
defuncién, demostrada por una alcoholemia positiva. Tres de los controles también tenfan
cifras no concretadas de alcoholemia a dosis de intoxicacién aguda en el momento de la
defuncién. La unidn especifica del antagonista competitivo CPP a los NMDA se vio
disminuida en tres veces (de 1800 a 510 fmol/mg de proteina), disminuyendo la K, de la
unién del CPP tritiado en alcohdlicos de 0.58 a 0.16 pmol (lo cual se corresponde a un
incremento en tres veces de la afinidad del ligando por el receptor).

2.- Amino Acid Neurotransmitter receptor changes in cerebral cortex in alcoholism: effect
of cirrhosis of the liver. (Dodd et al 1992)

Este estudio fue realizado sobre homogeneizados de membranas celulares de

cortex cerebral de pacientes alcohdlicos, diferenciando cirréticos y no cirréticos, y
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comparando los resultados con un grupo control, formado por no consumidores de
alcohol y sin patologia hepatica. Ademads de analizar la densidad de receptores gabaérgicos
en el gyrus frontal superior en los pacientes alcoholicos, se describia un estudio comparativo
de los receptores NMDA, justificado dada su relacién opuesta con el sistema GABAérgico.
Al realizar el radioanalisis de la densidad de los receptores NMDA mediante [PHJMK-801,
los autores no observaron variaciones estadisticamente significativas entre los diferentes

grupos a estudio.

3.- Glutamate receptor changes in brain synaptic membranes during chronic alcohol
intake. (Michaelis et al 1993)

En este articulo los autores realizaban una revisiéon de los resultados obtenidos tres
aflos antes, ampliando algunos de los datos de laboratorio, como la proporcion de los
diferentes subtipos de receptores glutamatérgicos detectables con L-[?’H] glutamato.
Confirmaron la presencia de una pequefia subpoblacién de sitios de unién al glutamato en
los alcohdlicos, con una mas alta afinidad por el agonista natural que en los controles, un
hallazgo s6lo detectado en muestras de cerebros humanos, pero no en animales.

Los autores planteaban por fin que los estudios realizados sobre animales de
experimentacion, ain los que habian sido expuestos al alcohol durante 14 dias, podtian no
ser un buen modelo para determinar los cambios en humanos alcohdlicos. Por otra parte,
hipotetizaban que el incremento detectado de la afinidad de los receptores NMDA,
acompafiado del decremento en la densidad total de dichos receptores (cuantificada
mediante la Bmax), podrian aumentar la probabilidad de activacién de los receptores
NMDA por el L-glutamato liberado por las neuronas tras la despolarizacion, aunque
globalmente disminuyera la contribucién global de dichos receptores a la respuesta
excitatoria tras la activacion glutamatérgica. Tal respuesta adaptativa podria indicar que las
neuronas en el cerebro de los alcohdlicos cronicos se convierten progresivamente en mas
dependientes del incremento de densidad de otros tipos de receptores glutamatérgicos,

como los kainato/ AMPA y los receptores metabotrépicos.

4.- Glutamate receptor subtype expression in human postmortem brain tissue from

schizofrenics and alcohol abusers (Breese et al 1995)

En este estudio se examind la expresion de los receptores glutamatérgicos en el
tejido cerebral obtenido post-mortem de un grupo de 14 enfermos esquizofrénicos. Dentro
del grupo control, los autores diferenciaron entre 10 consumidores y 9 no consumidores de

alcohol. Mediante anticuerpos de rata frente a las subunidades de los receptores
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glutamatérgicos no NMDA GluR1, GluR2, GIuR3 y GIuR5, se estudi6 la distribuciéon de
dichas subunidades de receptor en el hipocampo y el coértex cingulado, sobre
homogeneizados de membranas neuronales, mediante la técnica de Western-Blott.

Los resultados obtenidos apuntaban a que el abuso de alcohol ejercia un escaso
efecto en la expresion de GluR1 y GluR5 en el hipocampo, o de GluR2 y GluR3 en el
cortex cingulado. Sin embargo, detectaron un importante incremento en los niveles de
GluR2 y GluR3 en el hipocampo de los alcohdlicos, comparado con el grupo control.
Estos datos sugerfan que podrian existir incrementos en subtipos especificos de receptores

glutamatérgicos en los cerebros de consumidores créonicos de etanol.

Estudios inmunohistoquimicos

Un reciente estudio publicado por un grupo de investigadores australianos,
determindé mediante PCR el ARNm de las subunidades NR1, NR2A y NR2B de los
NMDA en cortex frontal superior y cortex primario motor de 22 alcohdlicos no cirréticos,
13 alcohdlicos cirréticos y 20 controles (Ridge et al 2008). La expresion de las tres
subunidades era significativamente mas baja en ambas areas sélo en el caso de los
alcohdlicos cirréticos, sugiriendo que los cambios en los NMDA no eran debidos a la
ingesta alcohdlica en si, sino a las lesiones asociadas a la hepatopatia, como la

hiperamoniemia.

Estudios autorradiograficos

1.- The effect of chronic ethanol on glutamate binding in human and rat brain (Cummins
et al 1990)

En este estudio, realizado sobre muestras de tejido hipocampal de 10 alcohélicos
abstinentes y 10 controles y sobre un grupo de ratas, los autores detectaron una
disminucién significativa en la densidad de los NMDA en la region CAl, tanto en los
humanos alcohdlicos como en los roedores. En el caso de estos ultimos, la densidad de
receptores detectados al cabo de 24 horas de abstinencia de alcohol resulté un resultado
intermedio entre los obtenidos en controles y en animales bajo el efecto del alcohol. No

detectaron cambios similares en cortex frontal o en el nicleo caudado.

2.- Glutamate receptors in the frontal cortex of alcoholics (Freund et al 1996)

Los autores seleccionaron 13 cerebros histolégicamente normales de alcoholicos y
13 de controles, emparejados por edad, intervalo post-mortem y tiempo de conservacion

del tejido. Se recogié una completa historia clinica sobre el consumo de alcohol de los
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individuos consumidores, incluyendo episodios de abstinencia, intoxicacién aguda y de
desintoxicacion. El consumo de alcohol minimo fue de 80 gramos al dia durante al menos
10 anos, pero como minimo debian haberse mantenido en abstinencia total durante los 14
dias antes de su muerte.

La densidad maxima de unién y la afinidad de unién fueron determinadas mediante
autorradiografia cuantitativa en el area 8 de Brodmann, en el cértex frontal superior.
Aunque la unién del glutamato tritiado a los receptores NMDA estaba aumentada entre
alcohdlicos con respecto a controles (Bmax), no se objetivaron diferencias en la K;,. Dado
que antes de la muerte los alcohodlicos se habian mantenido en abstinencia como minimo
dos semanas, la densidad de receptores frontales se relacionaria al consumo crénico de
etanol. En todo caso, las diferencias entre alcohdlicos y controles no eran atribuibles a
diferencias en la edad, tiempo entre fallecimiento y congelaciéon del tejido, tiempo de
almacenamiento, estado de agonia, enfermedades hepaticas por el alcohol, déficit de
tiamina sugestivo de encefalopatia de Wernicke, hipoxia aguda por neumonia, hipoxia
crénica por neumopatia crénica, o medicaciones con efecto psicotropo como las
benzodiacepinas, barbituratos, opiaceos, drogas colinérgicas o atropina. Globalmente la
afinidad de estos receptores por los agonistas no era significativamente diferente. Otro
hallazgo fue que el tiempo transcurrido entre la muerte y la congelacion no afectaba, dentro
de unos amplios limites (hasta 72 horas) los resultados de los estudios posteriores. Asi
mismo, dado que se habia descrito que la forma de agonia y muerte (el “status agénico”)
aumentaba la unién al MK-801 tritado en el cortex humano postmortem (Piggot et al

1992), se incluy6 este dato en la base de analisis.

3.- Glutamate receptors in the cingulate cortex, hippocampus, and cerebellar vermis of
alcoholics (Freund et al 1999)

Aparentemente, los investigadores de la publicacién anterior siguieron estudiando,
mediante técnicas autorradiograficas, muestras cerebrales procedentes de los 26 individuos
estudiados tres afios antes. Se determiné la unién o afinidad a los receptores NMDA
mediante autorradiografia cuantitativa en tres areas cerebrales: el cortex cingulado, el cormu
Awmmonis del hipocampo, y el vermis cerebeloso.

Como en el estudio anterior, los investigadores utilizaron un agonista, el L-
[’H]glutamato, un antagonista competitivo, el PH[CGP-39653, y un antagonista con unién
en el interior del canal, el PHJMK-801. En ninguna de las tres areas estudiadas se
detectaron diferencias entre alcohdlicos y controles en cuanto a la densidad y afinidad de

los receptores.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

CAMBIOS EN LA DENSIDAD DE RECEPTORES
NMDA ASOCIADOS A 1A INGESTA REGULAR DE
ALCOHOL

Segun la hipotesis glutamatérgica, el consumo regular de dosis suficientes de
alcohol puede provocar cambios funcionales en el numero de receptores NMDA en
determinadas areas cerebrales, tal y como ya hemos descrito en los capitulos precedentes.
En los consumidores cronicos de alcohol esta incrementado el glutamato en el medio,
aunque, por otra parte, como antagonista del receptor, el etanol disminuye directamente su
capacidad funcional, reestableciéndose un aparente equilibrio de fuerzas. Sin embargo,
debido al fenémeno de la sobre-regulacién adaptativa, el consumo regular de alcohol
produce un incremento en la densidad real de receptores NMDA en el tejido. Estos
cambios funcionales de los receptores no necesariamente implicarfan déficits neurologicos
o psiquiatricos detectables en vida del consumidor de alcohol.

En el momento en que el etanol desaparece del medio al cesar su ingesta, un
nimero aumentado de receptores quedan liberados, lo que determinard una respuesta
glutamatérgica aumentada y una potencial hipersensibilidad glutamatérgica en la superficie
sinaptica, responsable de la clinica de la abstinencia aguda del alcohol. En el caso de los
roedores utilizados en los estudios, las alteraciones en la densidad NMDA son reversibles
en 24-48h, y tras la normalizacion en la densidad de dichos receptores revierte la clinica de
abstinencia, incluidas las convulsiones. En la actualidad no se disponen de estudios que
demuestren estos cambios funcionales en el cerebro humano, aunque serfa razonable
hipotetizar, dado que el periodo clinico de abstinencia aguda alcohélica puede prolongarse
hasta una semana, que podrian detectarse cambios en la densidad de los receptores NMDA
mas alla de las primeras 48 horas.

Un estudio autorradiografico efectuado sobre tejido cerebral de individuos
consumidores cronicos de etanol, que hubieran consumido alcohol hasta unas horas antes
de su fallecimiento (y, que por tanto, no habian empezado a padecer la abstinencia aguda

del alcohol), podria evidenciar una disminucién en la densidad de los receptores NMDA
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asociados al efecto antagonista del alcohol, comparada con la densidad obtenida en

individuos no consumidores.

ALTERACIONES PERMANENTES EN IA
DENSIDAD DE RECEPTORES NMDA. LESIONES
GLUTAMATERGICAS IRREVERSIBLES

El consumo excesivo y mantenido de alcohol finalmente produciria cambios
irreversibles en la densidad de receptores NMDA. Tras un largo periodo de equilibrio
adaptativo (aumento de densidad de receptores asociado a inhibicién funcional por el
etanol) se produciria el fracaso final de los mecanismos de sobre-regulacién adaptativa.
Debido a la disminucion resultante de la densidad de receptores NMDA funcionales las
neuronas no podrian responder adecuadamente a los estimulos glutamatérgicos necesarios
para el mantenimiento de la homeostasis. Paralelamente, los mecanismos de excitotoxicidad
repetidamente provocados por las continuas e inevitables oscilaciones en la alcoholemia
contribuirfan a la aparicién final de lesiones neuronales irreversibles, que predominarfan en
las regiones donde el glutamato es el mayor neurotransmisor excitatorio: hipocampo, el
cortex cerebral y el cerebelo.

En estos pacientes el estudio selectivo autorradiografico en las areas cerebrales
afectadas demostrarfa una disminucién en la densidad de receptores NMDA permanente, al
margen del posible efecto de frenacidén funcional descrito en el apartado anterior. Por
tanto, al estudiar muestras de tejido cerebral de consumidores cronicos de alcohol que
hubieran abandonado el consumo del téxico durante como minimo una semana antes de su
defuncién, podria detectarse una disminucién asociada no ya a cambios funcionales en los
receptores, sino a lesiones irreversibles.

Dicha disminucién en la densidad de receptores NMDA podria preceder a la
aparicion de manifestaciones crénicas del alcoholismo, siendo por tanto detectable en
consumidores “asintomaticos” (no diagnosticados en vida de complicaciones cronicas

neuropsiquidtricas debidas al alcohol).
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CAMBIOS EN LA DENSIDAD DE RECEPTORES
NMDA ASOCIADOS A LA MUERTE SUBITA

Un grupo de investigadores analizaron un total de 17 muestras de cértex occipital
de pacientes fallecidos por diferentes circunstancias. En cuatro de ellos la causa fue la
muerte subita, entendida como la acaecida bruscamente, con independencia del diagnéstico
final anatomopatolégico. Los investigadores estudiaron la densidad de receptores NMDA
mediante autorradiograffa, utilizando el marcador MK-801 tritiado. Encontraron
diferencias significativas (p<<0.01) en los fallecidos por muerte stubita, que presentaban una
densidad de receptores mayor que la de los pacientes fallecidos por causas no subitas,
sugiriendo que el estado agénico era un factor que podia modificar las mediciones de
dichos receptores (Piggot et al, 1992).

Si el estado agoénico influye en los receptores NMDA, esta influencia podria
detectarse también en otras areas cerebrales, especialmente en aquellas con una mayor
densidad de neuronas glutamatérgicas. En el cortex frontal e hipocampo de los individuos

fallecidos por muerte subita, por tanto, se detectarfan densidades mayores de NMDA.
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OBJETIVOS DEL ESTUDIO

OBJETIVOS PRINCIPALES

1.- Estudiar, mediante la técnica de la autorradiografia de receptores, la distribucion y la

densidad de los receptores NMDA del glutamato en diferentes areas del SNC de un grupo
de personas consumidoras regulares de diferentes dosis de alcohol, que no fueron
diagnosticadas en vida de enfermedades asociadas o secundarias al abuso crénico de
alcohol, y comparar los resultados con los obtenidos en un grupo de pacientes no

consumidores de alcohol, denominados controles

2.- Valorar los cambios en la densidad de receptores NMDA entre dos subgrupos de
consumidores crénicos de alcohol, atendiendo al mantenimiento o no de la ingesta

alcohdlica hasta su defuncién:

e Consumidores no abstinentes, aquellos que consumieron alcohol hasta horas antes
de su defuncién. Sus receptores NMDA se encontraban bajo el efecto antagonista

del alcohol, por lo que la densidad de receptores serfa menor

e Consumidores abstinentes, aquellos que abandonaron la ingesta de alcohol un

minimo de una semana antes de su defuncién. Segun la hipotesis glutamatérgica la
densidad de receptores NMDA serfa similar a la del grupo control o menor, si ya

existieran lesiones glutamatérgicas irreversibles.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

3.- Analizar las posibles diferencias en la densidad de receptores NMDA entre los

consumidores cronicos de alcohol segin la intensidad de la ingesta habitual, diferenciando
entre:
e Consumidores de dosis moderadas de alcohol (40-80g/dia)

e Consumidores de dosis altas de alcohol (>80g/dia)

4.- Estudiar las posibles diferencias en la densidad de receptores entre consumidores de

alcohol atribuible a las circunstancias de la defuncién, diferenciando dos grupos:
e fallecidos por muerte subita

e fallecidos por causas que no condicionaron una muerte subita
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MATERIAL Y METODOS

INTRODUCCION A IA TECNICA DE 1A
AUTORRADIOGRAFIA DE RECEPTORES

La técnica de autorradiografia de receptores permite la visualizacion a nivel

anatomico de los sitios de unién de un determinado compuesto que estan presentes en
secciones de tejido. Para ellos se incuban secciones de tejido de pocas micras de grosor con
un radioligando, compuesto marcado con un isétopo radiactivo en su estructura quimica
que emite radiaciones ionizantes (emisiones 3 o y dependiendo del is6topo). Este isétopo
en condiciones adecuadas se fijara a sus sitios de unién en el tejido. Posteriormente, cuando
las secciones incubadas se exponen a filmes fotograficos, las emisiones de los isétopos
radiactivos incorporados al tejido convierten los iones de plata de la emulsién fotografica
en atomos de plata, los cuales se reducen a plata metilica cuando el film es revelado,
produciendo la imagen autorradiografica de la distribucién del radioisétopo. En la
actualidad existen comercializados filmes con emulsién fotografica sensible a la emision
radioactiva del isétopo empleado, generalmente *H. Las imigenes autorradiograficas
obtenidas después de la exposicion y revelado de los filmes pueden ser cuantificadas
empleando métodos de analisis de imagenes. La cuantificacion de esta sefal
autorradiografica se consigue después de haber calibrado el sistema de medida con
patrones (disponibles comercialmente) con cantidades conocidas de material radioactivo
que nos permiten transformar los datos medidos de densidad optica en unidades de
radioactividad por cantidad de tejido (uCi/mg tejido). Postetiormente y a partir de la
actividad especifica del radioligando podremos calcular la cantidad de moléculas del
compuesto marcado que se une al tejido en estudio (fmol/mg tejido). La figura 6 muestra
de forma resumida los pasos de la técnica.

Un factor importante en los estudios de fijacion por métodos autorradiograficos es
la determinacién de la unién no especifica del radioligando a la muestra analizada. Esta
determinacién se realiza afiadiendo otro fairmaco no marcado (“frio”) del que se sabe
previamente que también se une a los sitios de uniéon que queremos caracterizar.
Obviamente, cuanto mayor sea la diferencia entre la unién total del radioligando y la unién

no especifica de éste, mejor optimizado estara el ensayo.
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Figura 6. Esquema del experimento autorradiografico (adaptado de

E.Ruberte, 1988)
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El método de la autorradiografia de receptores consta de una serie de pasos
esenciales que se mantienen constantes y que son independientes del radioligando utilizado,

y que se describen a continuacion.

Preincubacion e incubacién de las muestras

La autorradiografia de receptores se realiza sobre secciones de tejido de 10-20 pm
de espesor, obtenidas a partir del tejido congelado y montadas sobre porta-objetos. Las
secciones se mantienen guardadas a -20°C. Cuando van a ser utilizadas, las secciones de
tejido se dejan descongelar a temperatura ambiente bajo corriente de aire. Una vez secas se
preincuban sumergiéndolas en tampon, que suele ser de la misma composicion que el
empleado para la incubacion. La finalidad de esta preincubacion es conseguir que se libere
el ligando enddgeno, glutamato en nuestro caso, presente en el tejido. Una vez finalizado el
periodo de preincubacion se procede a incubar las secciones en el tampoén idéneo con una
concentracién determinada de radioligando. Durante esta fase de incubacion, el
radioligando se unira a los receptores que se encuentren en la seccion histologica del tejido.
Las condiciones optimas en las cuales se alcance el equilibrio entre ligando unido y libre
dependeran fundamentalmente de dos variables, que son la temperatura de incubacién y
tiempo que dura ésta, asi como de la composiciéon y pH del tampén. Estas condiciones se

han de determinar experimentalmente para cada radioligando.

Lavado de las secciones incubadas

Una vez finalizada la incubacién se procede al lavado de las muestras. Para ello las
secciones se sumergen en tampon previamente enfriado a 4 °C y que se mantiene en un
bafio de agua/hielo durante el proceso de lavado para mantener esta temperatura. El
objetivo del lavado es eliminar el ligando sobrante que no se ha unido de forma especifica
con el receptor, y de esta forma reducir la unién no especifica.

El tiempo de lavado para cada radioligando dependera de la velocidad de
disociacién de éste, y tendra que establecerse experimentalmente para cada ligando, de
forma que el procedimiento de lavado nos proporcione la maxima reducciéon de la union
no especifica de baja afinidad, a la vez que nos mantenga la unién especifica de alta
afinidad. Después del lavado las secciones se sumergen brevemente en agua destilada frfa
con el fin de eliminar las sales provenientes del tampén del lavado, para después colocarlas
en el interior de una camara a 4 °C bajo corriente de aire durante una noche (12-24 horas).
Con este ultimo paso se conseguira el secado en frio de las secciones de tejido evitando al

maximo la disociaciéon del ligando de su sitio de unién y su difusion.
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Generacion v cuantificaciéon de autorradiogramas

Una vez secas las secciones histologicas, éstas se montan sobre un soporte adhesivo
y se exponen en el interior de un chasis hermético a la luz con un film apropiado. En
nuestros trabajos utilizamos Hyperfilm-"H (AMERSHAM). Junto con las secciones de
tejido se exponen los patrones de "H ("H-microscales, AMERSHAM). Los chasis donde se
exponen las secciones a los filmes se guardan a 4 °C hasta el momento del revelado de los
filmes. El tiempo de exposicion puede variar entre varios dias hasta varias semanas o
incluso meses. Este tiempo de exposiciéon dependera de la intensidad de la sefal
autorradiografica obtenida, que a su vez es dependiente de la densidad de sitios de unién
que hay en una regiéon determinada del tejido, asi como de la actividad especifica del
radioligando y de la concentraciéon empleada de éste.

Para obtener los autorradiogramas, transcurrido el tiempo de exposicion necesario,
los filmes se revelan con un revelador apropiado (en nuestros trabajos es el LX24, de
Kodak USA), se fijan en fijador fotografico (ALL4 de Kodak USA), se lavan y se secan.

Por ultimo se procede a la cuantificacién de la sefial autorradiografica de los filmes
por métodos de analisis de imagenes. Los sistemas de analisis de imagenes empleados
habitualmente constan de una camara de video que capta la luz (generada por un
transiluminador) que pasa a través del film. Esta imagen captada pasa a un sistema
informatico que permite medir las distintas densidades Opticas del autorradiograma.
Previamente se ha de calibrar el sistema con los patrones de radioactividad, de forma que el
programa informatico nos transforma los datos en densidades Opticas a dataos de cantidad
de radioactividad por cantidad de tejido. Finalmente, y a partir de la actividad especifica del
radioligando, se puede calcular el nimero de moléculas de éste que se une por miligramo

de tejido (fmol/mg de tejido por ejemplo).
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OBTENCION Y CLASIFICACION DE 1A
MUESTRA

PROCEDENCIA DEL TEJIDO NEUROLOGICO

En este estudio se ha utilizado tejido neurolégico procedente de las necropsias
efectuadas a 16 pacientes consumidores de alcohol y a 16 pacientes no consumidores de
alcohol, que actuaron como grupo control. El periodo de obtencién del tejido cerebral fue
el comprendido entre enero y diciembre de 1995. Los datos de cada uno de los casos y
controles incluidos en el estudio, en relacién al consumo de alcohol o de otras sustancias
toxicas, antecedentes patolégicos, motivo de ingreso hospitalario (si lo hubo), la exploracion
fisica al ingreso, la evolucion clinica, asi como la causa y circunstancias de la defuncion,
incluido si se traté de una muerte subita o no, y el tiempo trascurrido desde el fallecimiento
y la extracciéon y congelacion de las muestras cerebrales, se registraron en una hoja de
recogida de datos estandarizada.

Para la obtencién de dicha informacién se establecié una colaboracion y contacto
directos con el Banco de Tejidos Neurolégicos de la Universitat de Barcelona-Hospital
Clinic, el cual dispone de informacién clinica completa de todos los pacientes a los que se
les realiza la autopsia. Para la presente tesis se examinaron con especial detalle todos
aquellos datos que hacfan referencia a los criterios de inclusion y exclusion en el estudio. En
aquellos casos en los cuales los informes médicos resultaban insuficientes para decidir la
inclusiéon o no en el estudio, se contacté directamente con familiares cercanos al finado,
para recabar la informacién necesaria. Aquellos pacientes en los que no se pudo definir con
claridad dicha informacién fueron finalmente desestimados para el estudio.

Durante ese periodo se analizaron las historias clinicas de 104 pacientes, a los cuales
se les practicé la autopsia clinica. Asi mismo, se llevé a cabo el mismo procedimiento con
22 pacientes a los cuales se habfa realizado la necropsia con anterioridad a 1995, cuyas
muestras de tejido neurolégico se almacenaban en el Banco de Tejidos Neuroldgicos.

Inicialmente, el tejido cerebral debia ser suministrado exclusivamente por el Banco
de Tejidos. Sin embargo, debido a la escasez de autopsias clinicas practicadas a personas
con antecedentes de consumo prolongado de alcohol, se solicité el permiso de la
Presidencia del Poder Judicial para la extraccion de determinadas muestras de tejido
neurolégico de los fallecidos a los que se practicaba la autopsia judicial en el Instituto

Anatémico Forense de Barcelona. De esta forma pudo obtenerse tejido neurolégico de 26

Pagina

91



pacientes que cumplian los criterios de inclusion del estudio, después de contrastar los datos
clinicos que se obtenian a través de los informes de los médicos forenses con los obtenidos
mediante informes médicos y/o el interrogatotio a los familiares de los difuntos.

En total quedaron almacenadas muestras de tejido neurolégico proveniente de las
autopsias clinicas efectuadas a 20 pacientes a través del Banco de Tejidos, y de 26 pacientes
a través del Instituto Anatémico Forense de Barcelona.

En todos los casos incluidos en el estudio, el tiempo transcurrido desde la
extraccion del cerebro post-mortem hasta la congelacién reglada de las muestras fue
inferior a 36 horas. El estudio histopatolégico fue realizado por el Servicio de Anatomia

Patologica del HCP.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Fueron excluidos para el estudio todos aquellos que cumplian alguno de los

siguientes supuestos:

1. Pacientes menores de 18 afios, y los mayores de 75 afios
2. Consumidores de alcohol pero durante un periodo inferior a 10 afios
3. Antecedentes de consumo de alcohol, cuya dosis habitual aproximada no pudiera
ser confirmada por historia clinica o por un familiar cercano
4. Consumidores de alcohol a dosis menores a 40g/dia
5. Diagnéstico de alguna de las siguientes patologias neuroldgicas relacionadas con el
consumo de alcohol:
a. Sintomatologia compatible con abstinencia clinica alcohdlica durante los
dias previos a la defuncion, en el caso de consumidores abstinentes
b. Encefalopatia de Wernicke
c. Sindrome de Korsakoff. Demencia alcohdlica. Atrofia cerebelosa alcohdlica
6. Cualquier patologia neurolégica no ocasionada por el alcohol, aguda o croénica, cuyo
mecanismo fisiopatogénico sea mediado total o parcialmente por la modificacion
molecular o funcional de los receptores del glutamato. Principalmente se
descartaron las siguientes patologias:
a. Accidentes vasculares cerebrales en fase aguda
b. Traumatismos craneoencefalicos en fase aguda

c. Epilepsia
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d. Enfermedad de Parkinson y otras afecciones que cursan con
parkinsonismo

e. Enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington,
la atrofia olivopontocerebelosa, la esclerosis lateral amiotréfica,
enfermedad de Alzheimer o el sindrome de Gilles de la Tourette

f.  Consumo regular de opiaceos o cocaina

g. Infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

h. Cirrosis hepatica previamente diagnosticada, que hubiera cursado con
clinica de descompensaciéon y en especial con signos y sintomas de
encefalopatia hepatica dias antes del 6bito

1. Anomalfas mitocondriales y otras alteraciones bioquimicas, congénitas o
adquiridas, como el sindrome de MELAS

j. Intoxicaciones por acido domoico, mondxido de carbono,

manganeso o cianidas

De 46 individuos valorados inicialmente, 14 fueron desestimados para el estudio por
diferentes criterios de exclusion. El mas habitual fue la imposibilidad para confirmar los
datos necesarios para elaborar su historia alcoholégica. En algunos otros el criterio de
exclusion fue histolégico. Por ejemplo, en un caso de un paciente consumidor de alcohol, el
patdlogo que realiz6 el estudio histologico confirmé la presencia de cambios histologicos
compatibles con la enfermedad de Alzheimer, por lo que el paciente fue desestimado, a

pesar de no existir antecedentes clinicos de deterioro cognitivo.

CLASIFICACION EN SUBGRUPOS DE LA MUESTRA

Finalmente fueron seleccionados para el estudio un total de 16 pacientes
alcoholicos y 16 controles.

Los pacientes consumidores crénicos de alcohol fueron denominados
genéricamente “alcohdlicos”. Este término define, para todo el estudio, sélo la ingesta

regular de alcohol, sin relacionarse con la existencia o no de dependencia del toxico.

Dentro del conjunto de alcohdlicos se definieron dos subgrupos, segin el periodo

de ingesta en relacion al fallecimiento:

1. Consumidores de alcohol hasta horas antes de su defuncién:

Alcohdlicos no abstinentes.
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2. Consumidores que habfan abandonado la ingesta de alcohol como

minimo una semana antes del 6bito: Alcohdlicos abstinentes

Asi mismo, atendiendo a la dosis habitual de alcohol, se clasificaron en dos

subgrupos:

1. Consumidores de dosis moderadas de alcohol: 40-80g/dia

2. Consumidores de dosis altas de alcohol: >80g/dia

Por ultimo, dentro del analisis de los alcohdlicos, se analizé la circunstancia de la muerte

(estado agbnico), definiéndose dos subgrupos:

1. Aquellos fallecidos por muerte subita segun la definiciéon de Piggott,
(Piggott et al 1992): muerte por cualquier causa de evolucion rapida y no
previsible, con independencia del resultado de la autopsia

2. Fallecidos por muerte no subita
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DISECCION DEL TEJIDO NEUROLOGICO

Para obtener el material histolégico se procedié de la siguiente manera: una vez
extraido el encéfalo se disecaba y separaba del cerebelo. Las meninges y su vascularizacion
adyacente eran opcionalmente disecadas con la mayor delicadeza. El encéfalo asi dispuesto
se dividifa en cortes coronales, segin un protocolo preestablecido en el Banco de Tejidos
Neurolégicos. El hemisferio cerebeloso se dividia en cortes transversales, y el tronco
cerebral en cuatro niveles (mesencéfalo, dos en protuberancia y bulbo). Una vez cortado, se
separaron bloques de 5x5 cm aprox. de las siguientes areas: cortex frontal, cortex occipital,
hipocampo, cerebelo (hemisferios y vermis), el nicleo estriado, formado a su vez por los
nucleos caudado y putamen, talamo, hipotalamo, y cuatro niveles de tronco.

Estos bloques se congelaron sobre nieve carbonica en una caja cerrada durante un
minimo de 15 minutos. Posteriormente para su conservacion a largo plazo el tejido se
almaceno en un congelador a una temperatura de -80°C.

Las muestras obtenidas de las necropsias clinicas fueron suministradas en bloques
de tejido en fresco, ya preparados por el neurdlogo responsable del Banco de Tejidos para
su congelacion. En el caso del material obtenido a través del Instituto Anatémico Forense
de Barcelona, la propia doctoranda realizé la diseccion del encéfalo, segin el mismo
protocolo del Banco de Tejidos.

El estudio histolégico de las muestras de tejido fue realizado por el neurélogo

responsable del Banco de Tejidos.

PREPARACION DE LAS SECCIONES

De los bloques congelados se obtuvieron multiples secciones consecutivas mediante un
microtomo-criostato (2800 Frigocut, Reichert-Jung. Nussloch, Deutschland) a -20°C.
Dichas secciones se montaron por descongelacion en portaobjetos de vidrio previamente
tratados con una solucién que contiene 3-aminopropil-trietoxi-silane (APTS) al 2% con
acetona, a fin de favorecer su adhesion al portaobjetos. Las secciones en los porta-objetos

se guardaron de nuevo a -80°C hasta su utilizacién.
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PROTOCOLO DEL ESTUDIO. METODOLOGIA
DEL ESTUDIO AUTORRADIOGRAFICO

Los experimentos de autorradiografia de receptores se realizaron en el Departament
de Neuroquimica del Consell Superior d'Investigacions Cientifiques (CSIC), donde ya se
disponia de la infraestructura y medios necesarios. Las condiciones de incubacion utilizadas
fueron adaptadas a partir de las descritas por Gulya y colaboradores (1991). El primer
experimento autorradiografico se realiz6 para determinar las condiciones exactas de
incubacién para el ligando empleado, el [’H] MK 801. En el siguiente apartado se describen

brevemente el primer experimento y el protocolo de estudio finalmente utilizado.

DETERMINACION DE ILAS CONDICIONES DEFINITIVAS DE

INCUBACION PARA EL LIGANDO [*H] MK 801

Condiciones variables

Con anterioridad a la realizacién de los experimentos definitivos debian definirse
ciertas condiciones del método autorradiografico:

1.- En primer lugar, debia probarse el tratamiento de los portaobjetos sobre los que
se fijan las secciones de tejido cerebral. Los portaobjetos se preparan con diferentes
soluciones, segun los experimentos a realizar. En el caso del método autorradiografico que
se describe, durante este experimento se utilizaron secciones fijadas a portaobjetos tratados
con glue (los cortes de cerebro humano), y otros tratados con APTS (los cortes de rata).

2.- Ademas, debia escogerse el tampén de incubaciéon mas adecuado para los

experimentos. Existian dos opciones:
e ¢l Tris-HCI a una concentraciéon 50 mM (pH 7.4) (tampon I)

e cl Tris-HCl a idénticos concentracién y pH, pero afadiendo

glutamato 100 microM vy glicina a 10 microM (tampon 1I)
3.- Cada uno de los lavados después de la incubacién podia durar durante 30 o bien
60 segundos, durante los cuales las secciones se mantenfan sumergidas en el tampon, en
cubetas preparadas a este fin. Debia realizarse la comparacion entre ambos tiempos de
lavado, e identificar el tiempo 6ptimo sin que las secciones se desprendieran y la lectura

posterior se realizara en buenas condiciones.
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4.- Por ultimo, quedaba la cuestion fundamental de decidir qué ligando usar para la
determinaciéon de la captacioén inespecifica. Es decir, el ligando que se introduciria en la
cubeta control, para que se uniera a los receptores NMDA, compitiendo con el ligando
radiactivo. La diferencia en la captacion de tritio entre el tejido tratado en esta cubeta, y la
obtenida en las otras dos cubetas (T'1 y T2) serfa la cifra considerada como resultado en el
experimento. La eleccién debia recaer en el glutamato 1 mM 6 bien en el MK-801 a 5 uM.

Por dichas razones se decidi6 realizar un primer experimento con MK-801 tritiado,
probando todas estas diferentes condiciones. Este experimento se realizé utilizando
algunas secciones de tejido humano, provenientes de dos casos controles. Se afiadieron
secciones sagitales de tejido neurolégico de rata, para comparar las condiciones de
conservacion de este tejido con las del tejido humano.

Existian por tanto cuatro condiciones del experimento: T1, T2, control 1 (con
glutamato 1mM) y control 2 (con MK-801 5 uM). En total se incluyeron cinco secciones
para cada condicion, y se experiment6 con tres grupos de variables diferentes (es decir, tres
protocolos) segun el tiempo de lavado y uso del tampédn de incubaciéon I o IL.De este
primer experimento se extrajeron las siguientes conclusiones:

1- No existian diferencias apreciables entre los dos tampones de incubacién

2- La duracién ideal de los lavados posteriores a la incubacién era de un minuto
durante tres veces consecutivas, dado que esta variable proporcioné un lavado homogéneo,
sin afectar al estado de conservacion del tejido

3- El mejor ligando para la medicién de la captacion inespecifica resulté el MK-801,

ya que condicioné los marcajes de fondo de menor intensidad.

PROTOCOLO DEFINITIVO DE LOS EXPERIMENTOS

Atemperacion y secado de las secciones

Para poder realizar los experimentos las secciones de tejido deben previamente
descongelarse hasta la temperatura ambiente, aproximadamente durante 20 minutos. Para
ello las secciones son colocadas en gradillas numeradas, ya dispuestas para la realizacién

posterior de los diferentes bafios durante los experimentos.
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Pre-incubacion

Las secciones de tejido se pre-incuban en el tampén de incubacion tris-acetato 50
mM a pH 7.4, dispuestas en cubetas clasificadas (T'1, T2 y control), durante 30 minutos a
4°C.

Incubacion

Las secciones se incuban seguidamente en las tres cubetas correspondientes con el
ligando radiactivo (MK-801 tritiado a concentraciéon 5nM) durante 120 minutos a 25°C. En
la tercera cubeta se aflade MK 801 5 UM frio, para determinar la fijacion inespecifica del
ligando radioactivo. Esta cubeta sera la cubeta control, dado el bloqueo que el MK 801
ejercera sobre los receptores NMDA de las secciones, compitiendo con el MK-801 tritiado

para su union a dichos receptores.

Lavado

En la misma soluciéon tampoén fria a 4°C tres veces, para eliminar el exceso de
ligando no unido al receptor presente en el medio y al tejido, y para reducir la fijacién no
especifica. Se realizé una aclarado final con agua destilada, para eliminar las sales de los

tejidos y facilitar el secado posterior.

Secado
Se realiza con aire frio y seco a 4 °C durante toda la noche siguiente al experimento,

para evitar la disociacion del ligando del receptor y su posterior difusion.

Generacion de autorradiogramas

Una vez secos y marcados, los portaobjetos con las secciones de tejido se exponen a
placas de emulsién fotogrifica sensibles al tritio (’H]Hyperfilm Amersham, U.K),
juntamente con escalas de patrones de tritio (["H]Microscales, Amersham UK), que
contienen concentraciones conocidas de radioactividad. La exposicién de los films se realiza
siempre a 4°C.

El tiempo de exposicion de los filmes fue de 4 o 5 semanas, segin el experimento.
Pasado este periodo los autorradiogramas se revelaron durante 5 minutos a 18°C con el
revelador L.X24 (Kodak USA), se fijaron durante 5 minutos en fijador AL4 de Kodak, se
lavaron 10 minutos en agua corriente y luego en agua desionizada, y finalmente se dejaron

secar.
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REGIONES CEREBRALES Y PACIENTES
INCLUIDOS

AREAS CEREBRALES ESTUDIADAS

Las areas cerebrales incluidas en los diferentes experimentos fueron las siguientes:
1.- Cértex frontal (inicialmente interno y externo)
2.- Nucleo estriado (caudado y putamen)
3.- Hipocampo
4.- Vermis y hemiferio cerebelosos
Las muestras frontales provenientes del Instituto Anatémico Forense siempre
correpondian al cortex prefrontal del hemisferio derecho. En las muestras provenientes del
banco de Tejidos Neuroldgicos no se dispuso de la informacion relativa al area concreta del
cortex frontal, manteniéndose la condicién de corresponder siempre al hemisferio derecho.
Por tanto, en 14 de los pacientes y en 6 de los controles sabemos con seguridad que las

muestras son de cortex prefrontal.

AREAS Y PACIENTES INCLUIDOS EN LOS DIFERENTES

EXPERIMENTOS

Previamente a la macroincubacion, en la que se incluyeron muestras de todos los
alcoholicos y controles, se realizaron tres experimentos autorradiograficos sobre tejido de
parte de la muestra. Estos experimentos permitieron a la doctoranda adquirir la practica
imprescindible en autorradiografia., seleccionar las areas cerebrales que finalmente se
incluirfan en la macroincubacién, comprobar la viabilidad del tejido congelado, y
determinar el mejor tiempo de exposicion, que oscilaba entre 4 y 5 semanas.

La determinacién de la densidad de unién del ligando [’H] MK 801 en las muestras
de controles y consumidores se realizé en cuatro experimentos independientes. En los dos
primeros se utilizaron todas las regiones cerebrales arriba nombradas, en cinco
consumidores y cinco controles, con dos tiempos diferentes de exposicion (4 semanas en el
primero y 5 semanas en el segundo).

En el tercer experimento el estudio se centrd ya en cuatro de las cinco areas,

desestimandose la inclusion del nicleo estriado por los bajos resultados en la densidad de

Pagina

99



los receptores, y por ser un area sin referencias histolégicas conocidas en relaciéon al
consumo crénico de alcohol. Se estudiaron las muestras de seis consumidores y seis
controles. Se comprobé una vez mas la viabilidad del tejido congelado.

Finalmente, en el cuarto experimento se realizé una macroincubacion, en la que se
incluyeron muestras provenientes de los 16 consumidores de alcohol y de los 16 controles
incluidos en el estudio. En este experimento se incluyeron sélo las dos areas cerebrales
especialmente ricas en receptores glutamatérgicos, y que en la literatura se han relacionado
con alteraciones clinicas e histolégicas provocadas por el abuso de alcohol: cortex frontal e
hipocampo.

En el primer capitulo de “Resultados”, se describen brevemente los obtenidos en los tres
primeros experimentos, para pasar seguidamente al analisis en profundidad de los datos de

la macroincubacion.
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CUANTIFICACION DE LOS
AUTORRADIOGRAMAS

Los autorradiogramas tipo film, una vez revelados, se cuantificaron mediante
microdensitometria con el sistema de analisis de imagenes Microcomputer Imaging Device
(MCID M4, Imaging Research Inc., St. Catharines, Ontario, Canada) equipado con un
transiluminador Northern Light y una camara de video Sony, situados en el mismo
Laboratorio de Neuroquimica del CSIC. Previamente se corrigieron los posibles defectos
de iluminacién o de camara. La calibracion con patrones de plastico de tritio
(PH]Microscales, AMERSHAM, Inglaterra) presentes en cada film permitié la conversion
de los valores de densidad 6ptica de las imagenes a densidades de receptores (nCi/mg de
tejido). Los resultados fueron transformados en fmol/mg de proteina asumiendo una
concentraciéon homogénea de 0.1 mg de proteina /mg de tejido.

La determinaciéon anatémica de las diversas areas cerebrales fue designada
atendiendo a diversos atlas del SNC. Cada una de les areas fue subdividida en les siguientes
subareas:

-Cortex frontal: cortex frontal externo (CFe) y cortex frontal interno (CFi)
-Estriado: caudado (Cd) y putamen (Pt)

-Hipocampo: gyrus dentado (DG), hillum (HI) y regién CA1

-Vermis: sustancia gris (V1) y sustancia blanca cerebelosa (SB)

-Hemisferio cerebeloso (Cb)

El analisis fotodensitométrico se realizé sobre cinco puntos diferentes de cada una
de les subareas de cada paciente, en todos los cortes revelados durante los experimentos,
tanto los provenientes de pacientes alcohdlicos como los de controles. Los resultados
obtenidos en los diferentes experimentos autorradiograficos fueron homogéneos y
congruentes entre si, lo que confirmé la correcta estandarizacion de la técnica

autorradiografica.
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ANALISIS ESTADISTICO

LLa medicion de la densidad de cada seccion, obtenida mediante la autorradiografia
de receptores, se realizé en cinco puntos adyacentes del mismo corte. La media de dichas
mediciones fue considerada un dato simple de densidad en un 4rea en una secciéon de
tejido. Dado que cada muestra de tejido de todas las areas cerebrales estudiadas se expuso
al ligando tritiado por duplicado, en secciones pareadas colocadas en portaobjetos
diferentes, las parejas de datos obtenidos fueron analizados obteniéndose la media de
ambos resultados, que fue la utilizada en los posteriores analisis de resultados.

El analisis estadistico se realiz6 a través de una base de datos permanente e
interactiva para la posterior aplicacion de diferentes pruebas de analisis univariado y
multivariado mediante el paquete estadistico SPSS 14.0 (SPSS-X Statistical Package for the
Social Sciences, Chicago, Illinois). Se utilizaron las medias y desviaciones estandar para las
caracteristicas basales de los pacientes. Las comparaciones de las densidades de receptores
entre grupos se realizaron utilizando el t-test no pareado, dado que las variables mostraron
una distribucién normal atendiendo a los resultados del test de Kolmogorov-Smirnof.
Todos los tests estadisticos fueron 2-tailed, y se asumio el nivel de significacion de 0.05.

Para descartar cambios significativos en la densidad de receptores secundarios a
variables como la edad, género, tiempo transcurrido entre la defuncién y la congelacion del
tejido (post-mortem delay), tiempo de almacenamiento de los tejidos congelados antes de su
uso en los experimentos, el consumo de alcohol, 1a existencia de fibrosis hepatica, consumo
de benzodiacepinas, tabaquismo y muerte subita, se realizé un analisis de la covarianza para

las tres regiones estudiadas.
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RESULTADQOS

Este capitulo se desglosa en los siguientes apartados:

1. Caracteristicas clinicas de los controles incluidos en la muestra

2. Caracteristicas clinicas de los alcohdlicos de la muestra

3. Experimentos previos a la macroincubacion, realizados con muestras parciales,
con el objetivo de adquirir experiencia en autorradiograffa, comprobar la viabilidad
del tejido, y ajustar las condiciones y variables mas adecuadas, de cara a la
realizacién de la macroincubacion.

A partir del apartado 4, se reproducen y analizan los resultados obtenidos en la

macroincubacién. Siguiendo los objetivos del estudio, los resultados se han agrupado para

responder a cada uno de las siguientes cuestiones:

2.

3.

Distribuciéon y densidad de los receptores NMDA en el SNC de pacientes sin
habito endlico (controles). Comparaciéon con la distribucién y densidad de los

mismos receptores obtenidos en pacientes consumidores de alcohol

Analisis de las posibles diferencias en las densidades de receptores NMDA entre los
consumidores de alcohol, atendiendo al mantenimiento o no de la ingesta

alcoholica hasta su defuncién (alcohdlicos no abstinentes y abstinentes)

Analizar las posibles diferencias en la densidad de receptores NMDA entre los
consumidores crénicos de alcohol segun la intensidad de la ingesta habitual,

diferenciando entre:
e consumidores de dosis moderadas de alcohol (40-80g/ dia)

e consumidores de dosis altas de alcohol (>80g/dia)

Estudiar las posibles diferencias en la densidad de receptores entre consumidores

de alcohol atribuible a las circunstancias de la defuncién, diferenciando dos grupos:
e Tallecidos por muerte subita

e Fallecidos por causas que no condicionaron una muerte subita
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Figura 7. Imagenes autorradiograficas de la unién total del [3H]MKS801 en
distintas regiones de cerebro humano. (A) Corteza frontal, (C) nicleo caudado y
putamen, (E) formaciéon hipocampal, y (G) cerebelo. B, D, F y H muestran el
binding inespecifico del [3H]MKB801, obtenido al afnadir MKS801 a wuna
concentracion de 10UM en el medio de incubacion. Abreviaciones: Cd (nucleo
caudado); CA1l (capa 1 del hipocampo); DG (giro dentado); G (capa granular del
cerebelo); PH (gito parahipocampal); Put (putamen); wm (sustancia blanca).
Barra= 4 mm

A B

wm

wm
Put
Cd
E G F
CA1
wm
PH
G H
Gy
wm
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CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS
CONTROLES

A continuacién se describen las principales caracteristicas clinicas, la causa de
muerte y el tiempo transcurrido desde la defunciéon hasta la congelacion del tejido,
correspondientes a los 16 pacientes controles en los diferentes experimentos. Algunas de

sus particularidades clinicas se especifican en la tabla 4.

Edad y género

La edad media de los controles estudiados era de 60 afios (£11.47 afios), con

extremos de 43 y 74 afios. Dos de los pacientes eran mujeres.

Caracteristicas clinicas

Factores de riesgo vascular: Existian antecedentes de tabaquismo en ocho de los

pacientes. Ninguno era diabético. Cuatro eran hipertensos.

Antecedentes patologicos: En la autopsia los patdlogos no encontraron ningiin caso

con signos o estigmas de hepatopatia crénica. Tan sélo en uno de los pacientes era
conocido el estado de portador del virus de la hepatitis C, sin antecedentes clinicos de
descompensacion hepatica.

Dos de los pacientes recibieron dosis puntuales de benzodiacepinas nocturnas a
dosis bajas los dias previos a la defuncién, como inductoras del suefio. En un caso se realizo
tratamiento sedativo con neurolépticos. Dos pacientes consumieron medicacion

antidepresiva durante los meses previos al fallecimiento.

Tiempo transcurrido entre el fallecimiento y la congelacién del tejido cerebral
El tiempo medio transcurrido entre el fallecimiento y la congelacion del tejido
cerebral (post-mortem delay) fue de 16.5 horas (£ 5.2), oscilando entre las 6 y las 23.5 horas en

dos casos.

Estudio anatomopatolégico

No se observé atrofia macroscopica en el encéfalo de los controles, a
criterio del patélogo responsable. Asi mismo, el estudio histolégico realizado a los pacientes

no objetivé alteraciones sugestivas de patologias criterio de exclusion del estudio.
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Tabla 4. Edad (afios), género (Sx), tiempo entre fallecimiento y congelacion de
muestras de tejido (PM), causa de muerte (C. muerte) y principales antecedentes

patoldgicos de los pacientes controles incluidos en el estudio

C. muerte Antecedentes

C1 45 H 23.5 Politraumatismo -

C2 43 H 23.5 IAM -

C3 69 H 13 Asfixia -

C4 74 H 13.5 TEP Cardiopatia isquémica

C5 67 H 9.5 IAM -

Co 47 H 16 IAM Virus C + HTA

C7 59 H 6 IRA Fibrosis pulmonar

C8 43 IF 20 Adenocarcinoma -

C9 65 H 15 Diseccion Ao Aneurisma adrtico
C10 74 H 16 EAP Cardiopatia isquémica
c11 47 H 16 IAM -

C12 72 H 20 IAM -

C13 66 F 22 EAP HTA

C14 59 H 12 EAP Cardiopatia isquémica
C15 62 H 22 EAP Cardiopatia isquémica
C16 72 H 19 IAM -

Diseccion Ao: Diseccion adrtica. IAM: Infarto agudo de miocardio
EAP: Edema agudo de pulmén. IRA: Insuficiencia respiratoria aguda
HTA: Hipertension arterial. TEP: Tromboembolismo pulmonar
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CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS
CONSUMIDORES DE ALCOHOL

Edad y género

La edad media de los alcohélicos estudiados era de 58 afios (DS%12 afios), con

extremos de 34 y 74 afios. Todos los pacientes eran varones.

Consumo de alcohol

De los 16 pacientes, 12 consumieron mas de 80 gramos de alcohol puro al dia
durante un periodo minimo de 10 afios. 4 pacientes consumieron durante como minimo ese
periodo de tiempo cantidades moderadas de etanol, entre 40 y 80 gramos al dia, de forma
regular.

En cuatro de los consumidores de alcohol de mas de 80g/dia el consumo habia
cesado durante un tiempo superior a una semana antes de su defuncion, oscilando dicho
periodo entre una semana y varios meses, por lo que fueron considerados consumidores
abstinentes. Las circunstancias de su abstencion de alcohol fueron las siguientes:

- Uno dej6 de consumir alcohol aproximadamente 3 semanas antes de su
muerte (acaecida por muerte subita)

- El segundo se mantuvo abstinente los tltimos 4 meses de su vida

- El tercero durante su ultimo afio de vida.

- El cuarto fallecié tras una semana de ingreso hospitalario, por lo que
durante la misma no consumié alcohol.

Las cantidades diarias aproximadas de alcohol puro consumidas por cada uno de los

pacientes, y su identificacién o no como abstinentes, se detallan en la tabla 5.

Dado que ningun consumidor fue diagnosticado en vida de enfermedades
relacionadas con el consumo de alcohol, en ningin caso se cumplieron criterios de
dependencia alcohdlica segin el DSM-IV o de enfermedades asociadas al alcoholismo

segun el ICD-10.
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Caracteristicas clinicas

Factores de riesgo vascular: Existian antecedentes de tabaquismo en 12 de los

pacientes. Dos casos eran diabéticos, uno insulinodependiente. Dos pacientes, no

diabéticos, eran conocidos hipertensos.

Antecedentes patolégicos: En la autopsia se detectd en tres pacientes un higado
macroscopicamente compatible con hepatopatia cronica, sin antecedentes de
descompensacion. En uno sélo de los casos el paciente era conocido portador del virus de
la hepatitis B.

Dos pacientes recibieron dosis puntuales de benzodiacepinas durante los dfas
previos a la defuncién.

Algunas de sus particularidades clinicas y la causa de muerte se detallan en la tabla 6.

Tiempo medio transcurrido entre el fallecimiento y la congelacion del tejido

El tiempo medio transcurrido entre la muerte y la congelacion del tejido
neurolégico (post-mortem delay) fue de 19.2 horas (+ 7.8), oscilando entre las 5.5 y las 28

horas.

Estudio anatamopatolégico

No se observé atrofia macroscopica en el encéfalo de los alcohdlicos, a
criterio del patélogo responsable. Asi mismo, el estudio histologico realizado no objetivo

alteraciones sugestivas de patologfas que fueran criterio de exclusion del estudio.
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Alcohdlicos Abstinencia

Al 40-80 NO
A2 >80 NO
A3 >80 SI

A4 >80 SI

A5 >80 NO
A6 40-80 NO
A7 >80 NO
A8 >80 NO
A9 >80 NO
A10 40-80 NO
A1l 40-80 NO
Al12 >80 NO
A13 >80 NO
Al4 >80 SI

Al5 >80 NO
Ale6 >80 SI

Tabla 5. Dosis habituales de alcohol puro consumidas (g/dia) por los pacientes
alcohdlicos incluidos en el estudio. La tercera columna diferencia los
alcohdlicos con abstinencia pre-mortem superior a 48 horas.
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Tabla 6. Edad (afios), género (Sx), tiempo entre fallecimiento y congelacion de

muestras de tejido (PM),

causa de muerte (C. muerte) y principales

antecedentes patolégicos de los pacientes alcohoélicos incluidos en el estudio

C. muerte

Antecedentes

A4

A5

A6

A7

A8

A9

A10

A1l

Al12

A13

Al14

A15

Al6

49

57

44

67

50

66

34

43

66

72

74

51

63

56

73

64

<

£ 2 2 2 2 B £ K

=

5,5
27
21
16
28

23

28

24
11
20

245

21,5
28
10
14

6

Shock hipovolémico

Rotura aneurisma Ao

Hemoptisis
IRA
IRA
Muerte subita

Muerte stubita

IRA

(pleuropericarditis)

IRA
Politraumatismo
IAM
Muerte subita
Muerte subita
Muerte subita
EAP

HDA

Tuberculosis
Neumopatia exTP

CH (necrop.)

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus
HTA

VB+. CH (necro)

Cardiop. isquémica
CH (necro)

Neumopatia cronica

CH: Cirrosis hepatica. TEP: Tromboembolismo pulmonar

EAP: Edema agudo de pulmén. IAM: Infarto agudo de miocardio
HDA: Hemotragia digestiva alta. IRA: Insuficiencia respiratoria aguda
HTA: Hipertension arterial. Neumopatia Ext.: N.crénica post-tuberculosis
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EXPERIMENTOS PREVIOS A LA
MACROINCUBACION

EXPERIMENTOS SOBRE CORTEX FRONTAL, NUCLEO ESTRIADO
HIPOCAMPO Y CEREBELO (EXPERIMENTOS 1Y 2)

Como se ha descrito en paginas anteriores, se realizaron dos experimentos
independientes con las secciones histolégicas de los tejidos procedentes de 5 alcohélicos y
5 controles, bajo las mismas condiciones experimentales excepto en el tiempo de
exposicion sobre los autorradiogamas (4 y 5 semanas respectivamente).

No se detectaron diferencias significativas asociadas al mayor o menor tiempo de
exposicion; fue escogido aleatoriamente para la posterior macroincubacion el de 5 semanas.

En ninguna de las areas estudiadas se detectaron diferencias significativas entre
ambos grupos. En las tablas 7-9 se detallan los resultados comparativos entre controles y
alcoholicos en el segundo experimento, con 5 semanas de exposicion.

Como era esperable, se comprobd que, de todas las areas a estudio incluidas en
estos experimentos, las dos mas ricas en receptores NMDA eran el hipocampo y cortex
frontal. Esta caracteristica, unida a la conocida influencia del consumo de alcohol en las
mismas, determiné que para la macroincubaciéon se desestimaran las restantes regiones

(cerebelo y nucleo estriado).

EXPERIMENTO SOBRE CORTEX FRONTAL, HIPOCAMPO Y CEREBELO
(EXPERIMENTO 3)

Posteriormente se realiz6 un tercer experimento, con tejido de otros 5
consumidores de alcohol y 5 controles, bajo las mismas condiciones experimentales, y un
tiempo de exposicion sobre los autorradiogamas de 5 semanas.

El estudio del nuacleo estriado fue desestimado, para focalizar el analisis de los
resultados obtenidos en regiones claramente asociadas a alteraciones estructurales en
relacién al consumo de alcohol (cértex frontal, hipocampo y cerebelo). Otra diferencia en
el planteamiento del experimento, en relacién a los dos anteriores, fue que los resultados
obtenidos en el cortex frontal se describen y analizan sin desglosarse en cértex interno y
externo, dada la ausencia de significacién estadistica obtenida en los dos primeros
experimentos entre ambas subareas.

En las tablas 10 a 12 se describen los resultados obtenidos.
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Tablas 7. Experimento 2. Densidad de los receptores NMDA, en fmol por mg de tejido, en

las distintas regiones de cerebro humano de controles(C) (5 semanas de exposicion)

[commoes | @ | @ | @ [ o [ G [PRom S|

FxCxe 76,75 | 108,00 | 78,79 | 62,92 | 87,24 | 82,74 | 7,42
FxCxi 68,78 | 9123 | 6925 | 4490 | 66,77 | 68,19 | 7,34
cd 58,52 | 52,12 | 41,81 | 46,87 | 31,16 | 46,00 | 4,65
Put _ 56,12 _ 4850 | 3024 | 45,09 | 7,78
DG 126,62 | 148,75 | 142,50 | 123,01 | 141,67 | 136,51 | 4,96
Hil 82,39 | 119,51 | 80,25 | 72,57 | 89,15 | 90,58 | 8,34
CA1 136,73 | 186,15 | 182,03 | 160,41 | 185,20 | 170,10 | 9,58
Ver 2331 | 1585 | 17,63 - 2793 | 21,68 | 2,92
Cb 2961 | 21,70 | 11,85 _ 13,84 | 19,25 | 4,06
WCb 375 | 123 | 1,10 _ 1132 | 3,74 |273

PROM: promedio

DS: Desviacion estandar

Tabla 8._ Experimento 2. Densidad de los receptores NMDA, en fmol por mg de tejido, en
las distintas regiones de cerebro humano de consumidores de alcohol (A) (5 semanas de

exposicion)

woononess| m | e | w0 | | 0 [mon] > |

FxCxe 8532 | 43,12 | 77,14 | 7247 | 89,57 | 73,52 | 8,17
FxCxi 7324 | 47,12 | 61,83 | 6232 | 6237 | 61,38 | 4,16
cd 5021 | 36,67 | 42,66 | 41,11 | 33.80 | 42,69 | 4,42
Put 61,41 | 51,32 | 41,64 _ _ 51,46 | 5,71
DG 134,12 | 110,86 | 161,65 | 151,61 | 165,10 | 144,67 | 10,02
Hil 58,64 | 9201 [ 127,19 | 92,76 | 72,06 | 88,53 | 11,60
CA1 169,72 | 152,16 | 182,57 | 175,05 | 178,05 | 171,51 | 5,27
Ver 17,82 | 3239 | 1801 | 16,86 | 12,37 | 19,49 | 338
Cb 20,62 | 32,46 | 397 | 2330 | 987 | 17,85 | 4,89
WCb 034 | 1,09 | 527 | 943 [ 17,76 | 1,07 | 507

PROM: promedio

DS: Desviacion estandar
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Tabla 9. Experimento 2. Comparacion entre densidad de los receptores NMDA en

distintas regiones de cerebro humano de consumidores de alcohol y controles

iz [mconoucos Jconmorss [ |

FxCxe 73,52 82,74 0,213
FxCxi 61,38 68,19 0,221
cd 42,69 46,10 0,304
Put 51,46 45,09 0,272
DG 144,67 136,51 0,243
Hil 88,53 90,58 0,444
CA1l 171,51 170,10 0,450
Ver 19,49 21,68 0,324
Cb 17,85 19,25 0418
WCb 1,07 3,74 0,340

Tabla 10. Experimento 3. Densidad en fmol por mg de tejido de NMDA en

controles

Cx Frontal 120,21 | 114,15 | 116,08 82,87 81,47 102,96 9,72
CA1l 300,77 | 323,93 | 286,86 | 138,16 114,64 232,87 37,27
DG 258,77 | 23446 | 253,01 | 176,63 97,84 204,15 25,66
Ver - 46,19 33,42 32,1 47,56 39,86 3,52
Cb - 39,41 29,45 41,15 44,75 38,69 4,63
PROM: promedio DS: Desviacién estandar
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Tabla 11. Experimento 3. Densidad de los receptores NMDA en alcohélicos

Cx Frontal 121,99 | 105,19 | 100,14 | 133,08 | 117,57 | 111,59 | 10,42
CA1l 314,10 | 320,55 | 12392 | - | 210,04 | 242,55 | 36,50
DG 21235 | 224,61 | 13558 | - | 215,84 | 197,95 | 16,26
Ver 32,36 | 34,70 | 3847 | 50,58 | 44,00 | 40,023 | 5,76
Cb 3343 | 3552 | 4522 | 2221 | 2124 | 31,53 3,71

Tabla 12. Experimento 3. Analisis comparativo de la densidad de receptores NMDA

entre alcoholicos y controles

Il el il I

Cx Frontal 111,59 102,96 0,41
CAl 242,55 232,87 047
DG 197,95 204,15 0,37
Ver 40,023 39,86 0,18
Cb 31,53 38,69 0,26

PROM: promedio ~ DS: Desviacién estandar
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MACROINCUBACION. ESTUDIO COMPARATIVO
DE ILAS DENSIDADES DE RECEPTORES NMDA
EN CORTEX FRONTAL E HIPOCAMPO

Los diferentes apartados de analisis son los siguientes:

1. Objetivo 1. Estudio comparativo de los resultados obtenidos entre la muestra
total de pacientes consumidores de alcohol y los pacientes controles

2. Objetivo 2. Estudio comparativo entre consumidores no abstinentes de etanol y
consumidores de etanol abstinentes

3. Objetivo 3. Estudio comparativo entre consumidores de dosis altas (mas de 80
g/dia) y moderadas de alcohol (40-80 g/dia)

4. Objetivo 4. Estudio comparativo entre consumidores de alcohol fallecidos por

muerte subita y aquellos fallecidos por causas diferentes a la muerte subita

ESTUDIO ESTADISTICO

Mediante el test Kolmogorov-Smirnov se objetivd que los datos mostraban una
distribucién normal, por lo que posteriormente se realizé un andlisis estadistico (t-test no
pareado), expresandose los resultados en valores promedio & desviacion estandar.

Se observé que el sujeto consumidor de alcohol A13 tenia resultados mas de dos
desviaciones estandar que la media en el cortex frontal. En consecuencia, se realizd
paralelamente un analisis estadistico con 15 consumidores y 16 controles. Sin embargo, los
resultados obtenidos fueron similares tras este nuevo célculo, por lo que finalmente se
exponen los resultados con 16 consumidores en las paginas siguientes.

Por otra parte, se realiz6 un analisis de la covarianza incluyendo los datos de edad,
género, tiempo transcurrido desde la muerte hasta la congelacion de la muestra cerebral,
tiempo de almacenamiento del tejido una vez congelado hasta su utilizaciéon en el
experimento, el diagnéstico necrépsico de fibrosis hepatica, el consumo de
benzodiacepinas, historia de tabaquismo, antecedentes de muerte subita y las densidades de
receptores obtenidas en el experimento. Tan sélo el dato de la muerte subita (segun el
concepto clasico de muerte sin prodromos sin diagndstico anatomopatologico tras la
autopsia) afecté a los resultados estadisticos, aunque de forma no utilizable para

conclusiones dada la pequefiez de la muestra.
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OBJETIVO 1. COMPARACION ENTRE EL TOTAL DE ALCOHOLICOS Y

CONTROLES
Fijacion de ["H]MK 801
(fmol/mg de tejido)

CONTROLES CF CA1 GD
C1 69,56 194,56 150,35
C2 85,87 264,12 197,09
C3 92,02 216,29 172,09
C4 79,71 184,05 174,99
C5 87,31 224,26 181,87
C6 42,03 85,87 71,74
C7 55,43 125,36 118,11
Cs 50,72 134,41 132,24
C9 67,39 90,21 115,94
C10 100,36 194,92 190,93
c11 89,13 201,08 121,73
C12 57,97 ; ;
C13 80,79 167,39 140,57
Cl4 52,53 2047 183,32
C15 83,69 157,6 132,24
C16 51,81 153,25 134,05

Tabla 13. Resultados (en fmol/mg de tejido) de la fijacion de ['H]MK 801
tritiado a los receptores NMDA en cortex frontal (CF), gyrus dentatus (GD) y

CA1 hipocampal de todos los pacientes controles (C) incluidos en el estudio
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ALCOHOLICOS CF CA1 GD
Al 136,22 219,55 178,25
A2 98,55 286,22 151,80
A3 75,36 214,12 142,02
A4 84,05 177,16 114,12
A5 78,26 : :
A6 73,18 213,03 188,03
A7 92,39 324,62 162,31
A8 90,21 228,25 158,32
A9 109,05 22318 196,00
A10 67,39 : :
All 74,63 - -
A12 57,97 80,79 64,13
A13 9,78 111,59 102,89
Al4 55,07 128,98 93,47
Al15 79,71 160,14 138,40
A16 72,10 123,91 120,65

Tabla 14. Resultados (en fmol/mg de tejido) de la fijacién de "H]MKS801 tritiado a
los receptores NMDA en cortex frontal (CF), gyrus dentatus (GD) y CAl
hipocampal de todos los pacientes consumidores de alcohol (A) incluidos en el

estudio

Pagina

117



Resultados de los controles

En todos ellos pudo analizarse el tejido proveniente del cértex. E1 BTN no pudo
suministrar tejido hipocampal en uno de los casos.

La edad media de los controles fue de 60 afios (£ 11.5 DS). El tiempo medio
transcurrido entre fallecimiento y congelacion de las muestras de tejido fue de 16.5 horas

(£ 5.3 DS).

Resultados de los consumidores de alcohol

Se obtuvieron autorradiografias nitidas de 13 de los 16 pacientes consumidores, de
las que pudo analizarse el tejido proveniente del hipocampo.

La edad media de los pacientes fue 58.1 afios (£ 11.9 DS). El tiempo medio
transcurrido entre fallecimiento y congelacion de las muestras de tejido fue de 19.2 horas

(£ 7.6 DS).

Resultados comparativos entre controles y el total de alcohdlicos

Como puede observarse en esta tabla, no se detectaron diferencias significativas

entre consumidores de alcohol y controles, en ninguna de las areas estudiadas.

| Amss [oormorse] ms | mwconoucos | »s | ¢ |

71,57 78,26
Cortex frontal 4,47 6,74 0,21
(42,03-100,36) (55,07-136,22)
173,04 191,5
CA1 12,81 19,44 0,21
(85,87-264,12) (80,79-324,62)
147,71 139,15
GD 9,01 10,80 0,27
(71,74-197,09) (64,13-1906)

Tabla 15. Resultados comparativos, en fmol por mg de tejido, de la media obtenida de la
medicién de la union especifica del MK-801 tritiado a los receptores NMDA en pacientes
bebedores y controles en las tres areas cerebrales indicadas. DS: Desviacion estandar. En
paréntesis, el rango correspondiente a cada apartado.
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OBJETIVO 2. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE CONSUMIDORES DE

ETANOL NO ABSTINENTES Y ABSTINENTES

Otra variable analizada en nuestro estudio fue la abstinencia de alcohol durante los
dias previos a la defuncién del paciente. El tiempo minimo transcurrido desde el abandono
del consumo hasta el 6bito fue de una semana.

Como puede observarse en las tablas siguientes, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de consumidores. Los
consumidores no abstinentes no posefan densidades de receptores NMDA

significativamente mayores que los controles, ni que los consumidores abstinentes.

Pacientes consumidores no abstinentes

Al 40-80 136,22 219,55 178,25
A2 >80 98,55 286,22 151,80
A5 >80 78,26 : )

A6 40-80 73,18 213,03 188,03
A7 >80 92,39 324,62 162,31
A8 >80 90,21 22825 158,32
A9 >80 109,05 223,18 196,00
A10 40-80 67,39 : :

All 40-80 74,63 - -

A12 >80 57,97 80,79 64,13
A13 >80 9,78 111,59 102,89
A15 >80 79,71 160,14 138,40

Tabla 16. Dosis de etanol diaria (en g/dia) y resultados (en fmol/mg de tejido)
de la fijacion de ["H]MK 801 tritiado a los receptores NMDA en cértex frontal
(CF), gyrus dentatus (GD) y CA1 hipocampal de los pacientes alcohélicos no
abstinentes incluidos en el estudio
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Pacientes consumidores abstinentes

A3 >80 75,36 214,12 142,02
A4 >80 84,05 177,16 114,12
Al4 >80 55,07 128,98 93,47
Al6 >80 72,10 123,91 120,65

Tabla 17. Dosis de etanol diaria (en g/dia) y resultados (en fmol/mg de tejido)
de la fijacion de ['H]MK 801 tritiado a los receptores NMDA en cértex frontal
(CF), gyrus dentatus (GD) y CA1 hipocampal de los pacientes consumidores
abstinentes incluidos en el estudio

Estudio comparativo entre consumidores abstinentes y no abstinentes

I I B N

Cortex frontal 83,62 12 6,64 62,26 17,59 | 0,089
CA1l 203,01 9 2626 | 16543 2129 | 0,198
GD 145,88 9 1483 | 124,17 948 | 0,790

Tabla 18. Resultados comparativos, en fmol por mg de tejido, de la media obtenida
de la medicién de la unién especifica del MK-801 tritiado a los receptores NMDA
en pacientes bebedores no abstinentes (No abst.) y bebedores abstinentes (Abst.),
en las tres areas cerebrales indicadas. DS: Desviacion estandar
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Estudio comparativo entre consumidores no abstinentes y controles

| pmws [rows [ e [ [ ] k|

Cértex frontal 83,62 12 6,64 71,68 | 16 | 447 | 0065
CA1 203,01 9 2626 | 173,04 | 15 [1281| 0,737
GD 145,88 9 1484 | 147,71 | 15 | 9,01 | 0,454

Tabla 19. Resultados comparativos, en fmol por mg de tejido, de la media obtenida de la
medicion de la unién especifica del MK-801 tritiado a los receptores NMDA en pacientes
bebedores no abstinentes (No abst.) y pacientes controles (C), en las tres areas cerebrales
indicadas. DS. Desviacion estandar

Estudio comparativo entre alcohdlicos abstinentes y controles

Cortex frontal 62,26 17,59 71,68 16 | 447 | 0227
CAl 165,43 2129 | 17304 | 15 | 12,81 | 0,394
GD 124,17 9,48 14771 | 15 | 901 | 0,709

Tabla 20. Resultados comparativos, en fmol por mg de tejido, de la media obtenida de la
medicién de la unién especifica del MK-801 tritiado a los receptores NMDA en pacientes
bebedores abstinentes (Abst.) y pacientes controles (C), en las tres areas cerebrales

indicadas
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OBJETIVO 3. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE CONSUMIDORES DE

ALCOHOL AGRUPADOS SEGUN LA DOSIS DIARIA DE ETANOL, Y

CONTROLES

En ninguna de las tres areas cerebrales la diferencia entre alcoholicos
consumidores de mas de 80g/dia y consumidores de dosis moderadas alcanzoé la
significacion estadistic(tabla 23). Los resultados no se vieron modificados con la
exclusion de los dos casos con resultados extremos (datos no incluidos en la tabla).
Igualmente, en las tablas 24 y 25 se describen los resultados comparativos entre ambos

grupos de alcohdlicos y controles. No se detectaron diferencias entre ambos grupos.

Pacientes consumidores de dosis altas de alcohol

A2 >80 98,55 286,22 151,80 NO
A3 >80 75,36 214,12 142,02 SI
A4 >80 84,05 177,16 114,12 SI
A5 >80 78,26 . . NO
A7 >80 92,39 324,62 162,31 NO
A8 >80 90,21 228,25 158,32 NO
A9 >80 109,05 223,18 196,00 NO
A12 >80 57,97 80,79 64,13 NO
A13 >80 9,78 111,59 102,89 NO
A14 >80 55,07 128,98 93,47 SI
A15 >80 79,71 160,14 138,40 NO
A16 >80 72,10 123,91 120,65 SI

Tabla 21. Dosis de etanol diaria (en g/dia) y resultados (en fmol/mg de tejido)
de la fijacion de ['H]MK 801 tritiado a los receptores NMDA en cértex frontal
(CF), gyrus dentatus (GD) y CAl hipocampal de los pacientes consumidores de
dosis altas de alcohol
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12 de los 16 pacientes consumidores de alcohol habian consumido cantidades
regulates de alcohol iguales o supetiores a 80 g/dfa, durante un minimo de 10 afios. Todos
eran varones. La edad media de los pacientes era de 55.7 afios (£ 11.6 DS). 4 eran
abstinentes (abandono de la ingesta de alcohol un minimo de una semana antes de su

defuncion).

Pacientes consumidores de dosis moderadas de alcohol
4 pacientes consumieron entre 40 y 80 g/dia de etanol regularmente, durante un

petriodo minimo de 10 afios. Ninguno era abstinente.

Al 40-80 136,22 219,55 178,25 NO
A6 40-80 73,18 213,03 188,03 NO
A10 40-80 67,39 - - NO
A1l 40-80 74,63 - - NO

Tabla 22. Dosis de etanol diaria (en g/dia) y resultados (en fmol/mg de tejido) de la
fijacion de [PH]MK 801 tritiado a los receptores NMDA en cértex frontal (CF), gyrus
dentatus (GD) y CA1 hipocampal de los pacientes consumidores de dosis moderadas de
alcohol

Analisis comparativo

[ fmeA [ DM [ o [DSTDAT o [0S TP ]

Cortex frontal 87.6 4 16,14 753 12 744 | 0,22
CA1l 215,75 2 337 18715 11 22,87 | 0,31
GD 182.81 2 494 | 131.05 11 11,13 | 0,05

Tabla 23. Resultados comparativos, en fmol por mg de tejido, de la media obtenida de la
medicién de la unioén especifica del MK-801 tritiado a los receptores NMDA en pacientes
bebedores de mas de 80g dia de etanol (D.A.) y bebedores de dosis moderadas (D.M.) en
las tres areas cerebrales indicadas. DS: Desviacion estandar
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[ Amer JCONTROLES] » [ S [ DA [ o [ DS [ ¥ |

Cortex frontal 71,68 16 4,47 75,3 12 7 44 0,27
CA1l 173.04 15 | 12,81 | 187,15 11 2287 | 033
GD 1477 15 9,01 131.05 11 1113 | 026

Tabla 24. Resultados comparativos, en fmol por mg de tejido, de la media obtenida de la
medicion de la unién especifica del MK-801 tritiado a los receptores NMDA en pacientes
bebedores de mas de 80g dia de etanol (D.A.) y controles en las tres areas cerebrales

indicada. DS: Desviacion estandar

| s o[ o | o Jeonmows] o [ [ v |

Cortex frontal 87,6 16,14 71,68 16 4,47 0,09
CA1l 215,75 3,37 173.04 15 12,81 0,13
GD 182.81 4,94 1477 15 9,01 0,09

Tabla 25. Resultados comparativos, en fmol por mg de tejido, de la media obtenida de la
medicion de la union especifica del MK-801 tritiado a los receptores NMDA en pacientes
consumidores de dosis moderadas de alcohol (DM), y controles (C), en las tres areas
cerebrales indicadas. DS: Desviacion estandar
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OBJETIVO 4. COMPARACION ENTRE CONSUMIDORES DE ALCOHOL

FALLECIDOS POR MUERTE SUBITA Y POR CAUSAS DIFERENTES A LA

MUERTE SUBITA

Un grupo de investigadores (Piggot et al 1992) denominaron muerte subita a
aquella circunstancia de defuncién acaecida de forma aguda sin enfermedad diagnosticada
los dfas previos. En el mismo trabajo publicaron resultados que los llevaron a sugerir que la
forma de morir del paciente, el llamado “estado agénico”, afectaba a la capacidad de uniéon
del MK-801 tritiado al cortex cerebral humano., aumentando la densidad de union de los
NMDA al MK-801 en caso de muerte subita.

Por este motivo, en nuestro estudio se incluy6é el analisis comparativo de la
densidad de receptores NMDA entre consumidores de alcohol fallecidos por muerte
subita, tanto bajo el concepto clasico de muerte sin manifestaciones premorbidas y de causa
no evidenciada tras autopsia (datos no incluidos en las tablas, relativos a 5 pacientes) como
segun la definicion de Piggott, y consumidores de alcohol fallecidos por causas diferentes a
la muerte subita.

No se detectaron diferencias entre consumidores de alcohol fallecidos por
muerte subita y fallecidos por otras causas diferentes, tal y como se detalla en la tabla 27.

Al realizar el estudio de covarianza el dato de la muerte subita segin el concepto clasico (5
pacientes) esta variable si afectd a los resultados estadisticos, aunque dada la pequefiez de la

muestra no resulta adecuado realizar conclusiones.

Pacientes fallecidos por muerte subita

En 13 de los consumidores de alcohol la causa de la defunciéon fue una muerte
subita, segin el concepto descrito por Piggott (Piggot et al., 1992). En el caso de las
muestras hipocampales, pudo analizarse en 10 de los casos, por no disponer en tres de los
casos del tejido en cuestién. Las caracteristicas clinicas mas relevantes se desglosan en la

tabla 27. La edad promedio de los pacientes era de 57.3 afios (£ 10.2 DS).

Pacientes consumidores de alcohol fallecidos por muerte no subita

Este grupo estaba formado por tres pacientes, con una edad promedio de 61.3 afios

(£ 12.3 DS). Todos consumian dosis altas de alcohol. Tres eran abstinentes.
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Tabla 26. Edad, dosis media de alcohol puro al dia, causa de muerte y situacion de
abstinencia o no de los alcoholicos fallecidos pr muerte subita (segun criterios de Piggot)

[ fmma [ = [oefmomefms]oe |

n 13 3

Cortex frontal 77,94 8,34 79,75 2,49 0,46
CA1 193,85 25,21 183,68 15,89 | 0,42
GD 141,54 13,95 131,44 8,75 0,36

Tabla 27. Resultados comparativos, en fmol por mg de tejido, de los receptores NMDA en
pacientes consumidores de alcohol fallecidos por muerte subita (MS) y pacientes
consumidores de alcohol fallecidos por causas diversas diferentes de la muerte stibita (NO

MS)
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DISCUSION

El glutamato forma parte de los llamados aminoacidos excitadores (AAE)
(glutamato, aspartato y otros compuestos relacionados), que son los principales
neurotransmisores excitadores del SNC de los mamiferos. Estan presentes en la gran
mayoria de sinapsis, en las que desempefian un papel fundamental en muchas de sus
funciones. De hecho la mayor parte de las vias excitadoras del SNC son de naturaleza
glutamatérgica, en particular las fibras de origen cortical que inervan las estructuras
subcorticales, asi como las fibras cértico-corticales y de los sistemas sensoriales. Tienen
especial relevancia en el hipocampo, la corteza cerebral, el estriado, el cerebelo y la médula
espinal. Las neuronas y las células gliales comparten los mismos tipos de receptores de
glutamato, excepto los NMDA, que estan ausentes en la glfa. El glutamato es
probablemente el principal excitador glial y la forma mas prevalente de sefializacion
neurona-glia. De entre los AAE, el glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del
SNC. La regulacion dinamica de la eficacia de la trasmision sindptica excitatoria es critica
para la plasticidad neuronal y la remodelacién de las conexiones neuronales.

Los receptores NMDA del glutamato poseen unas caracteristicas particulares que
condicionan sus funciones:

1. Poseen una propiedad tnica: Su activacion es voltaje-dependiente, como resultado
del bloqueo del canal i6nico del receptor por los iones de Mg”" extracelulares

2. El flujo dependiente del voltaje de Na* y Ca®" dentro del receptor NMDA convierte
a éste en el mecanismo molecular fundamental para controlar la plasticidad
sinaptica

3. El influjo de Ca®" a través del canal del receptor NMDA resulta critico en la
plasticidad tanto pre como post-sinapticas, mecanismos celulares para el
aprendizaje y la memoria

4. Los complejos NMDA formados por la asociacion de las subunidades NR1/NR2C

y NR1/NR2D son mucho menos sensibles al bloqueo ejercido por el Mg®" que los

complejos formados por NR1/NR2A y NR1/NR2B, indicando que la sensibilidad

al bloqueo del voltaje endégeno depende directamente de la composicion de las

subunidades del receptor
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5. El receptor NMDA esta intimamente relacionado con la plasticidad cerebral, que es
la habilidad del cerebro para cambiar en relacién a estimulos externos, tanto
durante el aprendizaje como los almacenados en la memoria

6. El receptor NMDA es fundamental en el refuerzo de las sinapsis y la diferenciacion
neuronal, a través de la Potenciacién a Largo Plazo (PLP), y de la debilitacién de las
sinapsis a través de la Depresion a Largo Plazo (DLP), y esta implicado en las
funciones de aprendizaje y memoria

7. Las funciones de los receptores NMDA se interrelacionan con las de otros
receptores glutamatérgicos, los AMPA, que utilizan el calcio que entra en sus

canales como segundo mensajero

A pesar de la gran cantidad de estudios desarrolados en las pasadas décadas sobre
los efectos del alcohol en el cerebro humano, nuestros conocimientos sobre cémo el
cerebro modifica su estructura y funcién en respuesta a la exposicion al alcohol siguen
siendo insuficientes. El alcohol puede alterar la funcién y estructura del cerebro, tanto en
desarrollo como adulto, causando multiples patologias (deterioro cognitivo, convulsiones,
déficits mnésicos...). Numerosos estudios han demostrado que en el cerebro maduro, la
exposicion cronica al alcohol puede causar enfermedades debilitantes severas de los
sistemas nerviosos central y periférico, y del sistema muscular esquelético. La consecuencia
mas comun del abuso continuado de alcohol abuso es la pérdida desproporcionada de
sustancia blanca cerebral y alteraciones en la funcién ejecutiva cerebral. El cerebelo
(especialmente el vermis), los circuitos cortico-limbicos, el sistema muscular esquelético y
los nervios periféricos se ven también frecuentemente afectados en el alcoholismo crénico.
Aunque todos los tipos de células dentro del sistema nervioso son vulnerables a los efectos
toxicos, metabolicos y degenerativos de alcohol, los astrocitos, los oligodendrocitos y las
células terminales sinapticas son los mas afectados, ocasionando la atrofia de la sustancia
blanca, la neuritis y el deterioro de la sinaptogénesis. Por otra parte, ademas de la
neuropatologia degenerativa cronica, los alcohoélicos corren el riesgo de padecer lesiones
hemorragicas agudas y subagudas, potencialmente muy graves e incluso mortales, en el
diencéfalo y el tronco cerebral debido a la deficiencia de tiamina, que ejerce efectos téxicos
y metabolicos en la glia, la mielina y la microvasculatura. Ademas, el alcohol también tiene
efectos neurotdxicos y teratogénicos devastadores sobre el desarrollo del cerebro durante el

desarrollo fetal (sindrome alcohdlico fetal).
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Al igual que en otras drogas de abuso, los cambios neuroadaptativos inducidos por
la exposicion al alcohol se han relacionado con la alteracion de los sistemas de sefiales
intercelulares, de la transcripcion genética, de la traslacion, y de la expresion proteica a nivel
celular. Recientemente se ha sugerido que el alcoholismo y las enfermedades relacionadas
con el alcohol son el resultado de una compleja interacciéon de multiples factores genéticos
y ambientales. Por una parte existe una carga genética individual que facilita el desarrollo
del alcoholismo, y ademas la alteraciéon epigenética provocada por el etanol puede a su vez
contribuir a la propia patologia y a la sensibilidad al téxico.

La regulacion dinamica de la transmisiéon sinaptica excitatoria es critica para la
plasticidad neuronal basada en la experiencia y para la remodelacién de las conexiones
neuronales. Una de las mas importantes lineas de investigacion sobre la relacion etanol-
cerebro desarrolladas durante las ultimas décadas es la que corresponde a la hipdtesis
glutamatérgica (tabla Tsai). Esta bien establecido que los receptores NMDA estan
implicados en fenotipos asociados al alcoholismo como la tolerancia, dependencia,
abstinencia, anhelo (craving) y recaidas en el consumo (Pignataro et al 2009). La entrada del
Ca® dentro de la post-sinapsis a través del canal de los receptores NMDA permite la
activacion de enzimas calcio-dependientes, que conduce a cambios a largo plazo en el
espacio sinaptico y otras modificaciones celulares. Los efectos inhibitorios del etanol sobre
la actividad del canal se han objectivado mediante la medicién de los potenciales
excitatorios post-sinapticos en cortes de muchas regiones cerebrales como el hipocampo,
cortex, amigdala, nicleo accumbens y dorsal estriado (Kolb et al 2005). Posteriormente
otros estudios han demostrado que las subunidades del receptor NMDA poseen diferente
sensibilidad al etanol, y que la sensibilidad individual de un receptor NMDA individual
depende de las combinaciones especificas de sus subunidades NR1 y NR2.

Existe una clara predisposicion genética al alcoholismo (ver Introduccion) en la que
esta implicado el sistema glutamatérgico, con polimorfismos de genes responsables de la
sintesis de proteinas receptoras, y cuya presencia en la genética del individuo se asocia al
alcoholismo, al inicio precoz del habito alcohdlico y/o al mayor padecimiento de
complicaciones graves durante la abstinencia de alcohol (Wernicke et al 2003).A su vez, el
alcohol interacciona a nivel epigenético con los receptores NMDA, modificando su
funcionalidad y sensibilidad al téxico. Diversos estudios apoyan que el etanol podria influir
en diferentes momentos del circuito genético: la regulacién epigenética, alterando los
procesos de metilacion del ADN vy la acetilacion y fosforilacion de histonas (Chandrasekar

2013); el empalme o eliminaciéon (splicing) de determinados fragmentos del pre-ARNm
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correspondiente a las subunidades proteinicas del receptor NMDA (Acosta et al 2010); y la
estabilidad del ARNm de subunidades determinadas (Anji et al 2011). Estas interacciones
dinamicas y a multiples niveles son responsables de la heterogeneidad y complejidad de las
relaciones etanol-sistema NMDA (Brooks et al 2000, Starkman et al 2012.

En la practica, el etanol (5-100 mM) inhibe de forma aguda las corrientes i6nicas
activadas por los NMDA en cultivos de neuronas hipocampales de ratén (Lovinger et al
1989) y el influjo de Ca®* dependiente de los NMDA en estas neuronas (Hoffman et al
1989, Wirkner et al 1999). El efecto inhibidor del etanol en la actividad del canal se ha
confirmado en muchas regiones cerebrales como el hipocampo (Lima-Landman et al 1989,
Lovinger et al 1990), cortex (Li et al 2002), amigdala (Calton et al 1999), nucleo accumbens
(Nie et al 1994) y nucleo estriado (Wang et al 2007). La reduccion en la actividad NMDA
tras la exposicion aguda al etanol es concentracion-dependiente, y tiene un inicio muy
rapido (menos de 100 mseg) (Criswell et al 2004). Estudios sobre cultivos de neuronas
corticales han demostrado que el etanol disminuye la probablidad de apertura del canal del
receptor NMDA y el tiempo medio de apertura del mismo (Wright et al 1996).

Ademas, la alteraciéon que provoca el etanol en la expresion y funcionalidad de los
receptores NMDA depende del periodo de exposicion al toxico. La exposicion aguda i vive
inhibe la funcién del receptor NMDA, mientras que el tratamiento mas alla de 24 horas 7
vivo e in vitro incrementa el numero y funcionalidad del receptor (Kumari et al 2001),

fenémeno conocido como “sobre-regulacién” adaptativa de los receptores NMDA, y que

se ha descrito en el cerebro de animales que han sido tratados de forma mantenida con
alcohol (Tabakoff et al 1996). En ratones que han consumido etanol durante periodos entre
cinco y once dias se ha demostrado un incremento en el nimero de receptores NMDA en
el hipocampo y otras zonas cerebrales conllevando un incremento de la actividad de dichos
receptores desde 1 hora después de la retirada del etanol hasta como minimo 7 horas
después (Thomas et al 1998), y que dicho aumento en el numero de receptores se
relacionaba con la aparicién de convulsiones por abstinencia alcohdlica (Grant et al 1990,
Gulya et al 1991, Snell et al 1993, Sanna et al 1993). Por otra parte, la administraciéon de
diferentes antagonistas NMDA se ha demostrado que puede prevenir los efectos
bioquimicos y conductuales asociados al sindrome de abstinencia alcohélica, incluidas las
convulsiones (Snell et al 2000). Sin embargo, cuando se evalian los efectos del consumo de
alcohol en la densidad del receptor NMDA maduro de animales durante periodos de
tiempo mayores, los resultados son controvertidos, con alteraciones en la densidad de

receptores variables (Rudolph et al 1997, Tremwell et al 1994).
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Tal y como se han descrito en los capitulos precedentes, los estudios sobre tejido
cerebral humano son escasos y con resultados dispares. A pesar de los centenares de
trabajos de investigacion desarrollados las pasadas décadas, el verdadero mecanismo a
través del cual el alcohol inflige el dafio neuronal no esta aclarado. El presente estudio tenia
como objetivo estudiar en tejido humano los posibles efectos del consumo regular de
alcohol sobre los receptores NMDA maduros mediante técnicas autorradiograficas,
valorando la posible alteracion en la densidad de dichos receptores en personas que lo
consumieron regularmente pero sin padecer aparentemente patologia cronica asociada al

alcoholismo.

AUSENCIA DE CAMBIOS EN LA DENSIDAD DE LOS RECEPTORES NMDA

ENTRE CONSUMIDORES DE ALCOHOL Y CONTROLES, EN 1.AS AREAS

CEREBRALES ESTUDIADAS

Las lesiones cerebrales cronicas inducidas por el alcohol se manifiestan a través de
alteraciones cognitivas y psicologicas, relacionadas con cambios en determinadas zonas
cerebrales, que incluyen el cortex frontal y el hipocampo. A pesar del gran nimero de
personas afectadas por problemas neurolégicos causados por el alcoholismo croénico, en la
actualidad seguimos sin conocer los mecanismos moleculares de la neurotoxicidad inducida
por el etanol.

La excitotoxicidad, término que define la letal sobreestimulacién de las neuronas
port el glutamato u otros aminoacidos relacionados (Rothman 1986), esta considerada uno
de los mecanismos a través del cual el etanol podria ejercer sus efectos a largo plazo. En las
ultimas décadas los resultados de multiples estudios realizados sobre tejido neuroldgico en
animales han demostrado que el alcohol puede alterar el funcionamiento del sistema
glutamatérgico, en especial el sistema NMDA. Se ha visto que una exposicion prolongada
al alcohol (cinco o mas dias) provoca una sobre-regulacién temporal del numero de
receptores NMDA, presumiblemente en compensaciéon por los efectos inhibitorios
ejercidos por el toxico, y reversible en roedores al cabo de 24-48 horas de retirada del
alcohol. La abstinencia brusca del alcohol provoca en el animal una liberacién brusca de los
receptores en nimero aumentado, que sumada a los altos niveles de glutamato extracelular,

conlleva en consecuencia un incremento de los efectos glutamatérgicos, provocando un
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aumento del flujo de calcio en el interior de las neuronas afectas (Grant 1990, Trevisan
1994). Dichos cambios generan una situacién clinica de hiperexcitabilidad en el animal
abstinente, que se manifiesta por temblores e incluso convulsiones. Se ha hipotetizado que
los efectos acumulativos de tales sucesos, repetidos a lo largo de un largo periodo de
tiempo, podrian provocar finalmente un dafio permanente neuronal. Sin embargo, debe
recordarse que no han podido demostrarse los mismos efectos en animales expuestos de
forma mas prolongada (mas alla de unos dias) al etanol. Asi, en ratas que estuvieron
consumiendo alcohol durante 28 semanas, y a las que se les retir6 el toxico de la dieta 24
horas antes de ser sacrificadas, no se detectaron diferencias significativas con los controles

en la unién del MK801 tritiado en cértex, hipocampo y talamo (Tremwel 1994).

Los trabajos publicados sobre el estudio de la densidad de receptores NMDA
maduros en tejido humano son muy escasos, debido a la dificultad, tanto por motivos
éticos como burocraticos, para conseguir las muestras adecuadas en numero suficiente, y a
la complejidad para establecer de forma retrospectiva una historia clinica detallada de los
antecedentes médicos y del consumo de alcohol.

En nuestra revisiéon de la literatura s6lo hemos encontrado unos pocos articulos
sobre el tema. En el articulo publicado por Michaelis y colaboradores (1990) sobre un
estudio de membranas aisladas de hipocampo humano, los autores detectaron una B,
para el L-glutamato significativamente mayor en los alcohdlicos (p<<0.05). Cuando se
analizé la unién de un marcador tritiado especifico de los receptores NMDA en las
preparaciones de membranas (CPP), se detect6 una disminucion significativa de la densidad
de receptores NMDA en tres de las cuatro concentraciones de ligando utilizadas, con una
B,... tres veces menor a los controles, aunque paralelamente la afinidad del marcador por el
receptor (cuantificada a través de la K,) era tres veces mayor en los alcohdlicos. Es decir,
en la pequefa muestra analizada (5 alcohdlicos y 3 controles) la densidad de receptores
glutamatérgicos aumentaba en los alcohdlicos, aunque la densidad de los receptores
NMDA disminufa. Estos mismos receptores mostraban sin embargo una mayor afinidad
pot el mismo radioligando. Los autores no arriesgaron una hipétesis sobre estos hallazgos,
mas alld de comentar la necesidad de posteriores estudios que determinaran los efectos del
alcoholismo croénico en todos los subtipos de receptores del glutamato, y que permitieran
defender que los cambios en la afinidad de los sitios de unién al glutamato son debidas sélo

a cambios en la afinidad de los receptores NMDA.
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El mismo grupo de autores publicé un nuevo articulo sobre el tema tres afios mas
tarde (Michaelis et al 1993), a partir de estudios también realizados sobre membranas
sinapticas. De hecho, este articulo probablemente se basa en el estudio de la misma
muestra de alcohdlicos sobre la que realizaron los experimentos publicados en 1990
(Michaelis et al 1990). Los autores sugerfan que los cambios en los receptores NMDA
descritos en el anterior articulo constitufan una adaptacién de las neuronas humanas al
contacto prolongado con el etanol, incrementando la afinidad por el ligando y
disminuyendo la densidad de receptores NMDA. Tal respuesta adaptativa podria indicar
que las neuronas en los cerebros de alcohdlicos crénicos se convierten en progresivamente
mas dependientes de los incrementos de densidad de otros tipos de receptores
glutamatérgicos, como el AMPA /kainato o los receptores metabotrépicos.

Un tercer articulo (Dodd et al 1992) fue publicado a partir de los experimentos
realizados sobre homogeneizados de membranas de cértex cerebral de alcohdlicos,
expuestas a [’H]MK-801. Los autores no detectaron diferencias entre la densidad de los
receptores NMDA en alcohdlicos (n=10) y controles (n=0).

Al revisar la escasa literatura disponible sobre autorradiografia de receptores para
cuantificar la densidad de receptores cerebrales NMDA de alcoholicos, tan sélo hemos
encontrado dos articulos, firmados por el mismo grupo de autores y realizados muy
probablemente sobre los mismos 13 pacientes alcohdlicos y 13 controles, en areas
cerebrales diferentes. Los alcohdlicos cuyas muestras cerebrales fueron estudiadas se
encontraban en abstinencia de alcohol como minimo desde dos semanas antes a su
fallecimiento, con lo que se eliminaban los posibles cambios en la densidad de receptores
atribuibles al sindrome de abstinencia aguda por el alcohol. En el primer articulo (Freund et
al 1996) los autores describieron un incremento modesto pero estadisticamente
significativo en la densidad (B,,,) de los complejos canal-receptor NMDA en las muestras
de cortex frontal superior (area 8 de Brodmann) de los alcohdlicos, mediante el uso de
glutamato y CGP-39653 tritiados, aunque con el MK-801 tritiado los resultados no fueron
estadisticamente significativos. Los investigadores postularon la hipétesis de que, en este
grupo de alcohdlicos, la sobre-regulacion de los receptores NMDA representaba una fase
temprana de neurotoxicidad inducida por el etanol, que precedia a una eventual pérdida un
aumento neuronal.

En el articulo publicado tres afios mas tarde (Freund et al 1999), los investigadores
describieron nuevamente el uso de los mismos ligandos para determinar la unién o afinidad

a los receptores NMDA en el cortex cingulado, el cornu Ammonis del hipocampo, y en el
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vermis cerebeloso. Sélo detectaron diferencias significativas en la densidad de captaciéon de
glutamato tritiado (B,,,) en el cortex cingulado, pero no en la captacion en la misma area de
CGP-39653 y MK-801. En las otras dos areas no se detectaron diferencias entre la
densidad de receptores entre consumidores de alcohol y controles con ninguno de los
marcadores.
En resumen, los escasos trabajos publicados hasta el momento sobre tejido
humano refieren resultados y conclusiones heterogéneos:
1. En homogeneizados de membrana:
a. Michaelis detect6 una disminucion significativa de la densidad de receptores
NMDA en hipocampo, mesurada mediante CPP tritiado
b. Dodd, en muestras de cortex frontal cerebral, expuestas a [PHJMK-801, no
detecto diferencias
2. En autorradiograffa:
a. Freund detecté un aumento de densidad significativa en cortex frontal con
glutamato y CPP tritiados en los alcohdlicos, pero no con MK-801 tritiado
b. Tres afios mas tarde, en cortex cingulado detect6 diferencias en la captacion
de glutamato tritiado (no con los otros dos marcadores). Sin embargo, en
hipocampo y vermis cerebeloso no detecté diferencias significativas con

ninguno de los tres marcadores

En los experimentos realizados en la presente tesis no hemos detectado diferencias
significativas entre la densidad de receptores NMDA de consumidores de etanol y de
controles (no consumidores) en ninguna de las areas estudiadas. Existen varios motivos, no
excluyentes entre si, que pueden explicar la heterogeneidad de los resultados descritos en la

literatura, asi como nuestros propios hallazgos negativos.

Estudios previos sobre modelos animales. Limitaciones para la extrapolacion de

resultados a humanos

Debido a la necesidad de disponer de modelos experimentales suficientes para
llevar a cabo los estudios sobre tejido vivo, y a los retos que suponen los ensayos clinicos
para probar la eficacia potencial de nuevos agentes terapéuticos, se ha producido una
explosion en la generacion y disponibilidad de modelos de ratones transgénicos utilizados
en la investigacion de diversas enfermedades neurodegenerativas muy prevalentes, como el
alcoholismo. Estos modelos experimentales resultan muy ttiles en la investigaciéon basica, y

permiten obtener de forma sencilla abundantes muestras de tejido, provenientes de
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individuos controlados sin variabilidades individuales que puedan pervertir la interpretacion
de los resultados. Por desgracia los modelos animales imitan algunos, pero no todos los
aspectos de la patologia en humanos (Bales 2012, Li 2013). El mundo cientifico ha asumido
frecuentemente que los descubrimientos bioquimicos, fisiolégicos, farmacolégicos y
genéticos en animales mas simples tienen su contrapartida exacta en la biologfa humana.
Sin embargo, los resultados abrumadoramente positivos obtenidos en roedores
frecuentemente no se han traducido en resultados clinicos positivos similares al probar
diferentes agentes clinicos en seres humanos en estudios en fase III (Imbimbo 2009,
Hermann et al 2011). En el caso concreto de la interacciéon entre etanol y receptores
NMDA, la secuencia aminoacidica de determinadas subunidades de los receptores
glutamatérgicos en roedores y en humanos, aunque similar, posee algunas diferencias
(Kamboj 1994). Estas en apariencia pequenas diferencias pueden ser importantes, ya que la
sustituciéon de un simple aminoacido puede alterar dramaticamente las propiedades del
canal (Seeburg et al 1993).

Para los seres humanos, como consecuencia del consumo excesivo de alcohol
sobrevienen problemas laborales, personales que llegan incluso a la desintegracion de las
relaciones familiares, trastornos psiquiatricos como la ansiedad, la depresion, y dificultades
legales. De éstos, sélo cuadros similares a la ansiedad y a la depresion se modelan en
roedores. Los seres humanos continian bebiendo a pesar de los efectos adversos médicos
o sociales, e incluso hasta la muerte. Por el contrario, los roedores no beben suficiente
alcohol bajo la mayoria de circunstancias para desarrollar las clases de mayores
complicaciones médicas que se observan en los seres humanos (Crabbe et al 2013), por lo
que no pueden ser considerados modelos adecuados de estudios mas que en determinadas
circunstancias.

El organismo humano no sélo es mucho mas complejo que cualquier modelo
animal, sino que los seres humanos pueden resolver problemas biologicos de maneras
diferentes, incluso que nuestros parientes mas cercanos en el reino animal. Esto es evidente
en el contexto de diversas enfermedades neurodegenerativas, como la esclerosis multiple,
en la que la evolucién clinica de la enfermedad en humanos forma de crisis y episodios
intercrisis no puede reproducirse en el modelo clasico experimental con ratones (Gold
20006). En el caso de la relacién etanol-SNC los animales ofrecen un sistema mas simple
con el cual trabajar, pero si este sistema es tan simple que los humanos ya no lo utilizan,
entonces el modelo no guardara relaciéon con el objetivo principal del estudio. Podemos

aislar las acciones separadas del etanol en diversos sistemas, pero perder la capacidad de
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descubrir las complejas interconexiones entre los sistemas. Por ejemplo, en los humanos
alcoholicos pueden coexistir patologias relacionadas con el alcohol que afecten a diferentes
6rganos y sistemas y que sumen efectos lesivos neurolégicos, como la cirrosis hepatica, no
reproducible en los modelos animales (Leo et al 1983).

Ademas, la longevidad inherente a la especie delimitard, como es evidente, el
periodo en que dichos individuos pueden contactar con una sustancia de abuso. El periodo
medio de supervivencia de los roedores utilizados en el laboratorio son semanas, mientras
que un ser humano puede ingerir alcohol durante décadas. Son animales cuyos perfodos de
gestacién son mas cortos y cuyas vidas son mas cortas, lo que nos permite aplicar presiones
genéticas selectivas para elaborar modelos animales, pero perdemos la capacidad de
estudiar los efectos del alcohol a largo plazo. Cuando tratamos animales con etanol, la
velocidad con la que desaparece del organismo no es muy diferente de la velocidad en los
seres humanos; pero el tiempo que el etanol pasa en el organismo representa una fraccion
mucho mas grande de la vida del animal que una dosis similar en un ser humano. Ademas,
el contacto con el etanol a lo largo de muchos afios puede condicionar no sélo lesiones mas
intensas e irreversibles, sino la puesta en marcha de mecanismos de compensaciéon aun mal
comprendidos. Por tanto, aunque la correspondencia estrecha entre la estructura basica del
genoma de los humanos y el de los ratones nos permite mantener mucha confianza en que
las influencias genéticas humanas sobre la fisiologia, la bioquimica y el comportamiento
humanos van a parecerse a las de los animales, la prueba definitiva de todos estos factores
sera la capacidad de tomar un dato observado en animales y usarlo para predecir una
conducta, una reaccion fisiolégica o bioquimica, en seres humanos.

Por dltimo, otra de las razones que limita a extrapolacién de resultados de modelos
animales al cerebro humano proviene de las propias técnicas de laboratorio empleadas
mayoritariamente en los estudios sobre animales. Muchos de los experimentos realizados
en animales han sido sobre homogeneizados de membranas neuronales. Esta técnica aporta
valiosos datos de analisis sobre la relacion NMDA-etanol, aunque con dos limitaciones
importantes: Por un lado, puede disminuir la concentracién de iones como el magnesio y
aminoacidos como la glicina, que habitualmente se encuentran en abundancia en los tejidos
intactos, debido a los intensos lavados de los homogeneizados. Segin el marcador a
estudio, la deplecion de estas sustancias puede interferir en los resultados, tal y como se
discute mas adelante. Por otro, el estudio de homogeneizados no permite, a diferencia de
las técnicas autorradiograficas, la detecciéon de cambios en la unién de receptores que

pueden ocurrir en regiones anatomicamente concretas. Dado que muy recientemente se
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han publicado resultados que delimitan diferencias significativas en la capacidad del etanol
para interferir en el ARN de subunidades NMDA concretas entre zonas del cortex frontal
en humanos (Jin et al 2014), la extrapolacién de resultados a los humanos, donde resulta
imprescindible la delimitacién exacta de los grupos neuronales afectos, se convierte atn

mas en objeto de controversia.

Caracteristicas inherentes al marcador utilizado: MK-801

De entre los experimentos citados, Michaelis et al (1990) en homogeneizados de
membranas, y Freund et al (1999) sobre tejido intacto, no detectaron resultados positivos al
usar MK-801, aunque si obtuvieron resultados positivos con glutamato y CPP. En los
experimentos en los que se basa la presente tesis, en los que se utiliz6 como marcador el
MK-801 tritiado, tampoco se han detectado diferencias en la densidad de unién del
marcador a los receptores de alcohdlicos y controles. Cabe la posibilidad que el resultado
negativo no responda a la falta de relacién entre consumo de alcohol y cambios en el
sistema NMDA, sino que sea debido a caracteristicas particulares del MK-801.

El sitio de unién del MK-801 se encuentra en el interior del canal de membrana del
receptor, a diferencia de los sitios de unidon de los otros dos marcadores comentados
(glutamato, agonista, y CPP, antagonista), que se encuentran en la superficie del receptor.
Dicha colocacion del sitio de unién confiere al MK-801 una relaciéon diferente con las
diferentes moléculas que actian como moderadoras de la actividad del receptor. Al estar su
sitio de unién en el interior del canal del receptor, diferencias en el grado de apertura de
dicho canal pueden limitar la capacidad del MK-801 de interaccionar con los receptores
NMDA del tejido.

Las unidades receptor NMDA-canal iénico son estructuras complejas con
determinados sitios de control encargados de regular la funciéon del canal en respuesta al
glutamato, como la glicina, el magnesio, o los sitios de unién a las poliaminas. Los cambios
en dichos sitios de control pueden modificar la sensibilidad del receptor NMDA a los
diferentes agonistas y antagonistas. Por ejemplo, bajas concentraciones de iones magnesio
incrementan la unién al antagonista CGP tritiado en su sitio de reconocimiento, y de la
uniéon del MK-801 tritiado a su sitio en el interior de canal (Michaelis et al 1994). En
animales, el alcohol disminuye la intensidad de uniéon del MK-801 tritiado dentro del canal
NMDA en ausencia de la coagonista glicina, aunque la unién maxima tras una hora de
incubacién no se ve alterada (Rabe et al 1990). Sin embargo, en presencia de glicina, el

alcohol no es capaz de alterar la unién del MK-801 (Snell et al 1993).
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En el tejido humano Freund (Freund et al 1996) también obtuvo un resultado
similar. Aparentemente, los tejidos intactos (no homogeneizados) contienen ya
concentraciones optimas de glicina para la unién del MK-801. Los autores comprobaron
que el etanol afiadido in vitro no ejercia efecto alguno en la unién del marcador a secciones
del tejido intacto, y sugerian que el motivo era que las muestras de tejido intacto la glicina
estaba presente en medio. De hecho, una vez bloqueado el sitio de la glicina mediante la
adiciéon de un agonista de la misma al tampdn de incubacién, al afadir alcohol in vitro si
que objetivaron una disminucion de la unién al tejido del MK-801. Por tanto, el bloqueo de
la unién al sitio de la glicina efectivamente era imprescindible para la interaccion etanol-
MK-801- NMDA.

En el estudio publicado por Dodd (Dodd et al 1992), utilizando homogeneizados
de membranas de cortex frontal de alcohdlicos y controles, no se detectaron diferencias en
la densidad de receptores NMDA unidos a MK-801 entre ambos grupos. Esta aparente
contradiccion con lo arriba expuesto queda explicada al analizar el tampén de incubacion
utilizado por los investigadores, en el cual fue afiadida la glicina, a concentraciéon 30 uM.
Por este motivo en el tejido la glicina estaba presente, lo que explicaria la negatividad de los
resultados con este marcador.

Otro ejemplo a favor de que la causa de la negatividad de nuestros resultados pueda
estar relacionada con el marcador utilizado es el resultado obtenido por Michaelis en uno
de sus estudios publicados (Michaelis et al 1990). Este investigador detecté diferencias
significativas entre la densidad de receptores NMDA en muestras hipocampales de
humanos alcoholicos y controles, medidos mediante la unién al CPP tritiado. Sin embargo,
Freund (Freund et al 1999) no detect6 diferencias entre la densidad de receptores NMDA
en hipocampo mediante autorradiografia sobre una muestra de alcohodlicos y controles,
utilizando el mismo marcador tritiado.

El uso por tanto de tejido cerebral intacto, con niveles conservados de glicina,
puede por tanto alterar la interaccion entre receptores NMDA y MK-801, minimizando
posibles diferencias en la densidad de receptores. Es posible que las caracteristicas
especiales del MK-801, debidas a su sitio de unién en el interior del canal i6nico, y a la
influencia que ejercen sobre su capacidad de unién muy diferentes sustancias, como la
glicina o el magnesio, puedan explicar la dificultad para detectar cambios significativos

provocados por el alcohol.
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En nuestros experimentos, la autorradiografia de receptores utilizando MK-801
tritiado tampoco detect diferencias significativas, incluso utilizando una muestra mayor de

pacientes que en los experimentos anteriores.

Caracteristicas asociadas a las areas cerebrales estudiadas

Se sabe que, incluso dentro de una misma regiéon cerebral, existen diferentes
densidades de receptores glutamatérgicos. Ademas, los experimentos sugieren que la
sensibilidad al alcohol varfa entre las diferentes areas cerebrales de un mismo individuo, por
lo que la intensidad de los cambios producidos por el alcohol podria ser selectiva en
determinadas areas o regiones cerebrales. Por ejemplo, en los experimentos sobre tejido
humano ya referidos de Freund et al (1996, 1999), sobre 13 alcohodlicos y 13 controles
abstemios. En 1996 los autores describieron un incremento modesto pero estadisticamente
significativo en la densidad (B,,)) de los complejos canal-receptor NMDA en las muestras
de cortex frontal superior (area 8 de Brodmann) de los alcohodlicos, mediante el uso de
glutamato y CGP-39653 tritiados. En el articulo publicado tres afios mas tarde sélo
detectaron diferencias significativas en la densidad de captacion de glutamato tritiado (B,
en el cortex cingulado. En las otras dos areas estudiadas (hipocampo y vermis cerebeloso)
no se detectaron diferencias con ninguno de los marcadores utilizado, lo cual sugiere
diferencias en la sensibilidad de los receptores NMDA de diferentes areas o regiones
cerebrales al estimulo del alcohol.

Estudios muy recientes centrados en la detecciéon del ARN correspondiente a las
subunidades NMDA en muestras cerebrales de consumidores de alcohol han puesto de
manifiesto diferencias en la sensibilidad al etanol en zonas concretas del cortex frontal: el
etanol modificé subunidades NR3A en el cortex orbitofrontal, pero no en el cortex frontal
dorso-lateral (Jin et al 2014). Estos resultados indican que en el cerebro humano el estudio
de los receptores glutamatérgicos debe incluir ademas demarcaciones concretas de las areas
y regiones estudiadas.

En nuestros experimentos el cértex frontal estudiado proveniente del Instituto
Anatémico Forense (IAF) , de 14 de los pacientes y 6 de los controles, correspondia a las
areas motoras 4 y 6 de Brodmann, situadas en una zona dorsal en relaciéon al area 8
utilizada por Freund. Desgraciadamente, no pudo disponerse de una informacion similar en
el tejido proveniente del Banco de Tejidos Neurolégicos (BTN), aunque de hecho al
realizar el analisis estadistico entre los pacientes provenientes del Instituto Anatémico
Forense (IAF) y los del Banco de Tejidos Neurolégicos (BTN) no se detectaron diferencias

significativas en la densidad de los NMDA entre los alcohélicos de ambos grupos.
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Variabilidad asociada a las caracteristicas clinicas de los pacientes

Si en los animales, a pesar de rigidos protocolos, los resultados pueden ser
heterogéneos y controvertidos, en el caso de los seres humanos las dificultades para
interpretar los resultados de los experimentos se multiplican. En los ain escasos trabajos
publicados hasta el momento sobre tejido cerebral humano, los investigadores han
detectado variables no descritas en animales que de forma independiente podian modificar
la densidad de diferentes receptores. Un ejemplo claro es la posible coexistencia en los
humanos alcohdlicos de diferentes patologias secundarias al alcohol y que sumen sus
efectos lesivos neurolégicos a través de varios 6rganos y sistemas, como la cirrosis hepatica,
que no es reproducible en modelos animales. Un reciente trabajo ha detectado diferencias
significativas en los niveles del ARNm correspondientes a las subunidades NR1, NR2A y
NR2B en el cortex de alcoholicos cirréticos y no cirréticos (Ridge et al 2009), que confirma
que la variabilidad clinica adquirida a lo largo de la vida de los individuos multiplica las
dificultades de interpretacion de los resultados.

Por ejemplo, en relacion a receptores glutamatérgicos no NMDA, Freund (Freund
et al 1996) detecté que los receptores kainato y AMPA estaban incrementados en
individuos fallecidos por neumonia asociada a hipoxia aguda. El autor sugirié que la misma
hipoxia, mas que la propia causa infecciosa, podria alterar la unién de estos receptores.

Piggott et al (1992) sugirieron que la muerte subita (entendida como la acaecida
bruscamente, con independencia del diagnéstico final anatomopatolégico) incrementaba la
densidad NMDA, y que por tanto el estado agoénico era un factor que podia modificar las
mediciones de dichos receptores. Aunque experimentos posteriores (Freund, y los de la
actual tesis) no han confirmado estos resultados, sigue siendo posible que caracteristicas
individuales de los pacientes incluidos en la muestra puedan implicar diferencias en los

resultados entre diferentes experimentos.

Cambios en los receptores NMDA no detectables por autorradiografia

Nuestro estudio es una exploraciéon en la naturaleza de los cambios en los
receptores glutamatérgicos asociados al alcoholismo cronico. Las consecuencias de la
interaccion entre un farmaco o téxico y un receptor pueden ser muy importantes para la
funcionalidad de un sistema, y no afectar necesariamente a la densidad del receptor. La
autorradiografia de receptores es una técnica que permite cuantificar la densidad de un
receptor maduro y activo en una muestra de tejido. Por tanto, puede delimitar las zonas
donde se encuentran estos receptores maduros, aunque no permite detectar la situacién de

los mismos receptores cuando atn no estan activos, en cualquiera de las fases de sintesis y
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ensamblaje de subunidades, de trasporte de las mismas a los puntos de unién de la
membrana celular... Tampoco permite diferenciar la composicion de las subunidades
proteicas de los receptores NMDA.

Tal y como hemos analizado en las paginas precedentes, los resultados en estudios
sobre tejido humano de receptores maduros NMDA son controvertidos. Sin embargo, al
estudiar el efecto crénico del etanol sobre diferentes subunidades del receptor NMDA si se
han detectado cambios significativos. La deteccion de diferencias regionales en el cerebro
en cuanto a la sensibilidad de los receptores NMDA al etanol ha motivado a diferentes
grupos de investigadores a estudiar la relaciéon entre la composicion molecular de las
subunidades de los receptores NMDA vy la sensibilidad de las diferentes combinaciones de
dichas subunidades al etanol. Debido a las diversas variaciones de combinaciones entre los
diferentes tipos de subunidades, pueden existir receptores NMDA con capacidades
funcionales diferentes. Qué receptores glutamatérgicos estén activos en una neurona
depende de qué genes se transcriben, y dicha transcripciéon puede depender del estado de
desarrollo, la region cerebral, el tipo de neurona, la actividad sinaptica, y del consumo de
alcohol (Moykkynen et al 2012). En conjunto los estudios apuntan a que la
hiperexcitabilidad del canal NMDA tras la exposicién cronica al etanol y su abstinencia
debe relacionarse con el incremento en el ARNm y en los niveles de subunidades NMDA
(Ron et al 2009).

Las subunidades glutamatérgicas NMIDA que mejor se han relacionado con las
patologias provocadas por el alcoholismo son las NR1, NR2A, NR2C (Maytfield et al 2002,
Flatscher-Bader et al 2005, Domart et al 2012), en estudios realizados sobre muestras
cerebrales post-mortem de alcohdlicos. En el trabajo mas reciente publicado sobre este
tema, sobre muestras de 19 alcohdlicos, se detectaron incrementos significativos de los
ARNm correspondientes a las subunidades NR1, NR2A, NR2C, NR2D y NR3A en el
gyrus dentado del hipocampo, y en las NR3A en el cortex orbitofrontal, aunque en el
cortex prefrontal dorso-lateral no se detectaron diferencias entre alcohdlicos y controles
(Jin et al 2014). Estos resultados en humanos confirman los hallazgos previos detectados
en muestras de animales, que habian detectado incrementos en el nimero de subunidades
NR1, NR2A y NR2B de los receptores NMDA en diversos estudios sobre animales
abstinentes tras dias-semanas de contacto con etanol (Follesa et al 1996, Kumari et al 2001,
Roberto et al 2004, Nagy et al 2003 y 2004a,b,c), cambios reversibles tras una semana de
abstinencia mantenida (Roberto et al 2006. Ademas, diferentes experimentos in vitro han

establecido que los canales conteniendo NR2A y NR2B son mas sensibles al etanol que los
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canales que contienen NR2C y NR2D (Chu 1995, Koltchine 1993, Masood 1994). Mas
recientemente se ha objetivado que la maxima inhibicién por el etanol se detecta en las
NR1-2B/NR2C, y las minimas en las NR1-3B/NR2C, NR-3B/NR2D y NR1-4B/NR2C
(Raeder et al 2008, Chandrasekar 2013). Por tanto, el etanol favoreceria el aumento de
subunidades que a su vez son mas sensibles a los efectos del téxico, un mecanismo de
“retro-alimentacion” que agrandaria la influencia lesiva del etanol.

Los cambios en las subunidades experimentados pueden modificar la
neurotransmisién y y adaptar las redes neuronales a la exposicion al etanol, alcanzandose
un nuevo equilibrio mientras el téxico se encuentra en el medio, mediante continuos
reajustes de los niveles de expresion de los receptores de neurotransmisores (Jin et al 2014).
La inhibicién por el etanol de los receptores glutamatérgicos ionotropicos disminuye la
excitabilidad neuronal, y este efecto inhibitorio provoca una sobre-regulacion
compensatoria de los niveles del ARNm correspondiente alos receptores. Al igual que
ocurre en otras enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, en la cual los niveles
de ARNm que codifica el subtipo M1 de los receptores muscarinicos en la corteza
temporal de pacientes con esta enfermedad neurodegenerativa son aproximadamente tres
veces superiores a los cerebros control, aunque la densidad global de los receptores
muscarinicos maduros, cuantificada por autorradiografia, no muestra apenas cambios,
(Harrison et al 1991), en el cerebro del alcohdlico crénico los efectos del toxico sélo
podrian detectarse estudiando la composicion de las subunidades de receptor. El dnico
momento en que podrian objetivarse cambios en la densidad de los NMDA cuantificables
por autorradiografia serfa durante la abstinencia, debido a la desaparicién del equilibrio
excitacion-inhibicién, y a la puesta en marcha del fenémeno excitotéxico que provocaria la
clinica asociada a la abstinencia (delirium, convulsiones...).

Siguiendo la historia natural de la neuropatologia del alcoholismo, segun la hipotesis
glutamatérgica de los déficits neurolégicos provocados por el alcohol, los déficits
permanentes de los pacientes alcohdlicos podtian ser en parte provocados por la
degeneracion neuronal mediada por las frecuentes reacciones de excitotoxicidad inducidas
por el etanol. De hecho, actualmente se hipotetiza que la relacion entre la muerte celular y
el etanol incluye directamente al sistema glutamatérgico, a través de diferentes mecanismos:
la propia inhibicién de los receptores NMDA y las reacciones derivadas de la misma, como
la excitotoxicidad; la interferencia en las sefiales de diversos factores neurotréficos como el
extremo C-terminal del receptor NMDA, relacionado con sitios de fosforilaciéon de

quinasas y proteinas de union al citoesqueleto (Tingley et al 1997, Ehlers et al 1995); la
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induccién del estrés oxidativo en el tejido nervioso, a través fundamentalmente de la
produccién de acetaldehido por la alcohol-deshidrogenasa citosolica (Flora et al 2012); la
modulacion de las sefales del 4cido retinoico, la alteracion de las corrientes de los canales
de potasio, la deficiencia de tiamina y la interferencia en la regulaciéon translacional

(Chandrasekar 2013).

AUSENCIA DE CAMBIOS EN LA DENSIDAD DE RECEPTORES NMDA

ASOCIADOS AL ESTADO AGONICO

El tejido cerebral de los pacientes consumidores de alcohol que fallecieron de
forma subita, es decir, sin enfermedad o descompensacion aparente de enfermedad durante
los dias previos, no mostraron cambios significativos en la densidad de dichos receptores,
en comparacion con la de los consumidores fallecidos por enfermedades ya detectadas los
dfas previos a su defuncion.

Este resultado es claramente diferente al obtenido por Piggot en 1992. En su
estudio, el autor inglés analizé un total de 17 muestras de cértex occipital de pacientes
fallecidos por diferentes circunstancias. En cuatro de ellos la causa fue la muerte subita,
entendida como la acaecida bruscamente, con independencia del diagnéstico final
anatomopatolégico. La densidad de receptores atendiendo a su unién al MK-801 tritiado
fue mayor en el cortex de estos cuatro casos.

Son wvarias las posibles explicaciones razonables de la diferencia entre dicho
resultado y el obtenido en los experimentos en los que se basa la presente tesis. Por una
parte, la muestra analizada fue, como es habitual en los estudios publicados sobre tejido
humano, muy limitada: Cuatro pacientes fallecidos por muerte subita, frente a 13 fallecidos
en otras circunstancias. En nuestros experimentos, la proporcion se encuentra invertida: 13
pacientes fallecidos de forma brusca, frente a sélo 3 con morbilidad clinicamente activa los
dias previos a su fallecimiento.

En segundo lugar, el estudio de Piggot se realizé sobre muestras de cortex occipital,
y el de la presente tesis sobre cortex frontal. Como se ha comentado anteriormente, existen
diferencias en la sensibilidad de los receptores NMDA entre areas cerebrales, por lo que no
puede descartarse que el coértex occipital pueda manifestar una mayor afinidad a estimulos

como la hipoxia que otras areas corticales.
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Por dltimo, un detalle muy importante: en el estudio de Piggot no se describe el
consumo de alcohol entre los individuos incluidos en su muestra. Tan sélo se descartan
patologias psiquiatricas o neurodegenerativas, sin concretar. Es posible por tanto que parte
de la muestra perteneciera a individuos consumidores de alcohol, por lo que el papel

etiopatolégico del téxico sobre los cambios de los receptores no es analizable.

Nuestros resultados aportan informaciéon sobre la compleja relacién entre el
sistema glutamatérgico y el alcoholismo humano. A la luz de nuestros resultados negativos,
sumados a los obtenidos mediante técnicas que analizan la composicién de las subunidades
del receptor NMDA (PCR, hibridacién in situ), parece claro que el etanol, en su interaccion
con el sistema glutamatérgico, actia modificando no el nimero global de receptores
activos, sino la composicion de las subunidades de los mismos. A través de estos cambios,
que implican alteraciones en la funcionalidad del receptor resultante y en su sensibilidad al
toxico, se provocarian las alteraciones clinicas que conocemos e intentamos paliar. Dada la
dificultad para investigar con tejido cerebral humano, un gran nimero de cuestiones
fundamentales quedan por aclarar: la relacién entre las variaciones en las subunidades y la
aparicion de las manifestaciones clinicas del alcoholismo; la neurodegeneracion y las
lesiones neuroldgicas irreversibles, que segin la hipotesis glutamatérgica estarfan mediadas
por la excitotoxicidad, y que implicarfa finalmente alteraciones en la densidad de receptores
activos detectables; la relacion entre el etanol y las alteraciones en los circuitos NMDA y
otros receptores como los AMPA-kainato; la implicacién para otros sistemas
neurotransmisores, como el serotoninérgico o el dopaminérgico... Muy probablemente la
combinacién de estudios histolégicos, autorradiograficos con diferentes ligandos, y con
técnicas tipo hibridacién in situ, nos permitan en los proximos afios avanzar en el

conocimiento de los efectos del etanol en el sistema nervioso humano.
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CONCLUSIONES

1.- La distribucion y densidad de los receptores NMDA cerebrales detectadas en los
estudios de autorradiografia varian segun la riqueza en dichos receptores en las
areas estudiadas. Las regiones incluidas en el estudio con mayor densidad de receptores
NMDA son el hipocampo y el cortex frontal. Nucleo estriado (putamen y caudado) y
cerebelo poseen una baja densidad de receptores, localizados fundamentalmente en

sustancia gfis.

2.- El consumo prolongado de alcohol no modifica significativamente la densidad
de receptores NMDA en las areas estudiadas. En consumidores crénicos de alcohol,
que ain no ha desarrollado patologias crénicas con traduccion clinica (demencia, delirium,
alteraciones psiquiatricas...) no se han detectado alteraciones en la densidad de receptores
maduros NMDA. A la luz de los recientes estudios sobre las subunidades del receptor
NMDA, el etanol probablemente actia modificando la composicién y proporcion de las
mismas, y a través de estos cambios provoca las alteraciones funcionales en el sistema

glutamatérgico, sin que se observen cambios en la densidad global de estos receptores.

3.- No se han detectado diferencias significativas entre la densidad de receptores
NMDA en pacientes con consumo excesivo de alcohol, pero que abandonaron
dicho consumo semanas antes de su fallecimiento, y la densidad de los mismos
receptores en consumidores que han mantenido la ingesta hasta el 6bito. Estos
resultados son coherentes con los conocimientos actuales sobre la hipotesis glutamatérgica
de los dafios provocados por el alcohol. Debido a los fenémenos asociados de sobre-
regulacion adaptativa e inhibicién funcional de los receptores NDMA bajo los efectos del
etanol, la densidad global de los mismos puede mantenerse estable mientras el individuo
siga manteniendo la ingesta de forma regular. Durante la fase de abstinencia aguda, la
liberaciéon brusca de receptores inhibidos hasta ese momento, y el incremento real del
namero de los mismos (sobre-regulacién) provocarfan la hiperestimulacién glutamatérgica

y la excitotoxicidad, relacionada con la clinica conocida como abstinencia (agitacion,
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delirtum, convulsiones). En ese momento probablemente si se detectarian alteraciones en la
densidad de receptores, durante un periodo de varios dfas. En todo caso, al cabo de unas
semanas en ausencia del toxico en el medio, los receptores NDMA retornarfan a sus niveles
previos, por lo que tampoco se objetivarian alteraciones en su densidad en los estudios

autorradiograficos.

4.- Finalmente, tampoco se han detectado diferencias en la densidad de receptores
NMDA entre las muestras de tejido provenientes de alcohdlicos fallecidos por
muerte subita y el resto de alcohélicos, ni entre los primeros y el grupo de controles.
Aunque diversas patologias (relacionadas o no con el consumo de alcohol) como la cirrosis
hepatica o la hipoxia, pueden alterar el funcionamiento del sistema glutamatérgico, a tenor

de nuestros resultados la muerte stbita no es una de ellas.
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ABSTRACT

Specific binding of ["H]MK&01 to N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors in the frontal cortex and hippocampus
(CAT and gyrus dentatus) was measured by receptor autoradiography in 16 Caucasian chronic alcohol consumers free
of clinical manifestations of alcoholism, and compared with 16 Caucasian control subjects. Binding densities were not
slgnificantly different between heavy and moderate drinkers, nelther between alcohol consumers that were abstinent
or non-abstinent before death. nor between ethanol drinkers and controls. Continued aleohol consumption. in the
absence of hepatic, neurologic or psychiatric disorders related to aleoholism. does not alter the binding properties of

MNMDA receptors in the brain areas studied.
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A number of studies have suggested that, at least par-
tlally, alcohol-induced brain damage assoclated to
chronic alcohol consumption is mediated through
changes in glutamatergic N-methyl-D-aspartate (NMIDA)
receptors. This is supported by the effects of drugs such
as acamprosate, a partial NMDA antagonist used In
relapse prevention in alcohol-dependent patients (Ham-
marberg et al. 2009). Only few studies have addressed
the analysis of glutamate receptors in relation to alcohol
abuse in humans and have provided controversial results
(Cummins, Sack & von Hungen 1990: Dodd et al. 1992:
Freund & Anderson 1996, 1999: Ridge et al. 2008). Our
hypothesis is that permanent neuronal damage pro-
duced by chronie alcohol consumption is in part due to
progressive changes in NMDA receptors, and that these
changes might develop before the beginning of clinical
manifestations of chronic alcoholism. including depen-
dence, craving and abstinence. Thus, we assessed here
the density of NMDA receptors in frontal cortex and hip-
pocampus—brain areas known to be notably affected by
chronic alcohol consumption=—in a group of 16 alcohol
consumers (AC) (16 male, mean age 38 = 12 vears.
post-mortem delay 19 = 8 hours) in comparison to a
control group of 16 non-drinkers (14 male and 2
fermale, mean age 60 = 12 years, post-mortem delay

© 2010 The Authors, Addiction Biology € 2010 Society for the Study of Addiction

17 * 5 hours) using autoradiographic techniques with
the specific NMDA-antagonist [*H|MES01. AC subjects
included had not suffered any hepatic. neurologic or psy-
chiatric disorders related to alcoholism. They were clas-
sified as moderate consumers (40-80g of absolute
alcohol dally for at least 10 years) or heavy consumers
{more than 80 g of absolute alcohol daily for at least 10
vears, enough to develop chronic aleoholic pathology).
We also discriminated between AC cases that were
abstinent (alcohol withdrawal minimum 1 week before
death) or non-abstinent (last ethanol ingestion less
than 12 hours before death). In consequence,
it is unlikely that these subjects would undergo a with-
drawal situation that could eventually invelve acute
changes in NMDA receptors (see Supporting Information
and Table 51 for additional data concerning the cases
studied).

Densities of [*H]MEK-801 binding were measured by
microdensitometry on film autoradiograms in frontal
cortex (layers II-VI), and CAl (oriens and pyramidal
layers) and gyrus dentatus (molecular layer) of the
hippocampus (Fig. 1), and are summarized in Table 1.
Statistical analysis (unpaired t-test. GraphPad Prism)
revealed the absence of significant differences between
the different groups analyzed. Covariance analysis (SPSS

Addiction Biekuy, 16, 163-1635
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for Windows) indicated no influence of liver fibrosis in
our sample (see Supporting Information for detailed
data).

Our results suggest that binding to frontal cortex and
hippocampal NMDA receptors remains unaltered after
chronic consumption of high doses of alcohol in the
absence of clinical manifestations of alcoholism. Previ-
ous studies on hippocampal homogenates reported
higher densities of [*H]glutamate binding in five alcohol-
ics compared with three controls, with concomitant
decreases in specific NMDA binding (Michaelis et al.
1990, 1993). Other authors (Dodd et al. 1992) found no
differences in [*H]MK801 binding in cortical membrane
preparations between 10 alcoholics and 6 controls.
Finally, Ridge et al. (2008) detected decreases in the

Figure | Autoradiographic images showing the total (3) and
non-specific (b) binding of [*HJMKBOI in the hippocampus of
a control subect CAl=CAl field, DG=dentate g,
PH=parahippocampal gyrus, wm =white matter. Bar=4mm

expression of NR1, NR2A and NR2B NMDA receptor
subunits in cerebral cortex only in cirrhotic alcoholics,
but not in alcoholics without liver disease. Using receptor
autoradiography, Freund & Anderson (1996, 1999)
found significant increments In binding in frontal cortex
(13 abstinent alcoholics and 13 controls) when using
[*H]glutamate and the selective NMDA antagonist
[*H]CGP39653. On the contrary, Cummins et al. (1990)
showed reduced [*H]glutamate binding in hippocampus
from 10 abstinent alcoholics.

Different reasons could explain the discrepancies
between those data and our study. Clinical variations
related to co-morbidity such sudden death, cirrhosis.
acute hypoxia or pneumonia could eventually alter
glutamate binding (Piggott et al. 1992; Freund & Ander-
son 1996: Ridge et al. 2008). In our sample, we did not
find an influence of liver fibrosis (a necropsy finding
without previous clinical manifestations), supporting the
study of Ridge et al. (2008) that suggests that hepatopa-
thy, but not alcohol per se. could be the cause of changes
in NMDA receptors.

Another possible explanation Is related to the ligand
used. MK-801 binds inside the previously opened lon
channel of the NMDA receptor and it has been demon-
strated that ethanol diminishes [*H]MK801 binding only
in the absence of glycine, a modulator of channel aper-
ture (Freund & Anderson 1996). Since we used intact,
fresh-frozen brain tissue, it is possible that glycine present
in our sections might interfere with the binding of
[*H]MK801 and therefore mask putative alterations
present in samples from chronic alcohol consumers.

It might be considered that ethanol could interact
with NMDA receptors in a manner not measurable by
auto-radiographic techniques. For instance, a decrease
in specific NMDA receptor subunits could eventually
be compensated by an accelerated synthesis of mRNA
encoding the proteins involved. Finally. it could be specu-
lated that ethanol modifies other cellular events, such as
the migration of receptor subunits from extrasynaptic
sites in the plasmatic membrane to synaptic functional
loci, or receptor assembly, among others.

Table 1 Densities of ['H]MK 801 binding in controls and alcohol consumers.
Data are mean densities of specific [*H]MK 801 binding expressed in fmol/myg tissue (mean * SD). No statistically significant

differences were found among the different groups.

Dentate gyrus

CAl

Group Frontal cortex

Controls 71621789 (n=16)
Alcohol consumers (AC) all 8294 = 20.57 (n=15)
>80 g/day consumers 81.16 = 16.25(n=11)
40-80 g/day consumers 87.86=3239(n=4)
Abstinents 79.71£435(n=3)
Non-abstinents 83.75%£23.05(n=12)

147.83 £ 3494 (n=15)
139.26 = 3897 (n=13)
131.28 3691 (n=11)
183.14 £ 692(n=2)
12436 £ 1893 (n=4)
14588 £ 4453 (n=9)

173.18 £ 49.65 (n=15)
19166 £ 70.19 (n=13)
18718 £ 7594 (n=11)
216.29 £ 461 (n=2)
165.75 £ 4256 (n=4)
20317 £ 7890 (n=9)
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Thus, a number of fundamental questions remain
open, and further studies on a greater number of human
brain samples are necessary. Combined studies of histo-
logical assessment with autoradiography with different
ligands and in situ hybridization can yield information on
the effects of chronic ethanol consumption on functional
mature NMDA receptors and some of their subunits.

Acknowledgements

We thank Dr. Félix Crug-Sédnchez at the Brain Bank of the
Hospital Clinie (Barcelona) in the preparation and patho-
logical examination of human brain material, and the
staff of the Anatomical Phorensic Institute of Barcelona.
We wish to thank Dr. Emili Corbella for statistical analysis.

SUPPORTING INFORMATION

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Table 81 Summary of cases.

Pleaze note: Wiley-Elackwell is not responsible for the
content or functionality of any supporting materials sup-
plied by the authors. Any queries (other than missing
material) should be directed to the corresponding author
for the article.

© 2010 The Authors, Addiction Biology € 2010 Society for the Study of Addiction

NMDA receptors in aleohol consumers 163

References

Cummins JT. Sack M, von Hungen K (1990) The effect of
chronic ethanol on glutamate binding in human and rat
brain. Life Sci 47:87 7-882.

Dodd PR, Thomas GJ, Harper CG, Kril [ {1992) Amino acid
neuroiransmitter receptor changes in cerebral cortex in alco-
holism: effect of circhosis of the liver. | Neurochem 39:1506—
1515.

Freund G. Anderson K] (1996) Glutamate receptors in the
frontal cortex of alocholics. Alcohol Clin Exp Res 20k1165—
1172,

Freund G, Anderson KJ (1999) Glutamate receptors in the cin-
gulated cortex, hippocampus, and cerebellar vermis of aloo-
holics. Alcohol Clin Fxp Res 23:1-6.

Hammarberg A, Jayaram-Lindstrém N, Beck O, Franck ], Reid
M5 {2009) The effects of acamprosate on alcohol-cue reactiv-
ity and alcohol priming in dependent patients: a randomized
controlled trial. Psychopharmacology (Berl) 205:33-62.

Michaelis EK. Freed WI. Galton ¥, Foye ]. Michaelis ML, Phillips
L. Kleinmann JE (1990} Glutamate receptor changes in brain
synaptic membranes from human alcoholics. Neurochem Res
15:1055-1063.

Michaelis EK. Michaelis ML, Freed W], Foye | (1993) Glutamate
recepior changes in brain synaptic membranes during
chronic alcohol intake. Alcohol Aleohol 2:377-381.

Piggott MA, Perry EK, Saghal A, Perry RH (1992) Examination
of parameters influencing [ 3H]MK-501 binding in postmor-
tem human cortex. | Neurochem $5:1001-1008.

Ridge [, Ho A. Innes 1D, Dodd P { 2008) The expression of NMDA
receptor subunit mRNA in human chronic alcoholics. Ann N
¥ Acad Sci 1139:10-19.

Adifiction Biology, 16, 163-1635

Pagina

150




BIBLIOGRAFIA

Acheson SK, Stein RM, Swartzwelder HS. Impairment of semantic and figural memory by

acute ethanol: age-dependent effects. Alcohol Clin Exp Res. 1998;22:1437.

Acosta G, Hasenkamp W, Daunais |B, Friedman DP, Grant KA, Hemby SE. Ethanol self-
administration modulation of NMDA receptor subunit and related synaptic protein mRNA
expression in prefrontal cortical fields in cynomolgus kidneys. Brain Res 2010; 1318: 144-
154.

Adams RD, Victor M. Diseases of the nervous system due to nutritional deficiency. En:
Adams RS, Victor M (Eds). Principles of Neurology. 4™ ed. Mc Graw-Hill Information
Services Company, New York 1989; 820-845.

Albin RL, Young AB, Penney JB. The functional anatomy of basal ganglia disorders.
Trends Neurosci 1989; 12: 366-375.

Albin RL, Greenamyre JT. Alternative excitotoxic hypotheses. Neurology 1992; 42: 733-
738.

Al-Hallaq RA, Jarabek BR, Fu Z, Vicini S, Wolfe BB, Yasuda RP. Association of NR3A
with the N-methyl-D-aspartate receptor NR1 and NR2 subunits. Mol Pharmacol 2002;
62(5): 1119-1127.

Allgaier C. Ethanol sensitivity of NMDA receptors. Neurochem Int. 2002; 41(6):377-82

Al Qatari M, Khan S, Harris B, Littleton J. Acamprosate is neuroprotective against
glutamate-induced excitotoxicitiy when enhanced by ethanol withdrawal in neocortical

cultures of fetal rat brain. Alcohol Clin Exp Res 2001; 25: 1276-1283.
Altamura CA, Mauri MC, Ferrara A, Moro AR, D’Andrea G, Zamberlan F. Plasma and

platelet excitatory amino acids in psychiatry disorders. Am | Psychiatr 1993; 150: 1731-
1733.

Pagina

151



Alvestad RM, Yamamoto T, Browning MD. Effects of ethanol of phosphorylation state
and subcellular distribution of NMDA receptors in rat hippocampus. Alcohol Clin Exp
Res 2002; 26: 17.

Anders DL, Blevins T, Sutton G, Swope S, Chandler L], Woodward J]J. Fyn tyrosine kinase
reduces the ethanol inhibition of recombinant NR1/NR2A but not NR1/NR2B NMDA
receptors expressed in HEK 293 cells. ] Neurochem 1999; 72: 1389-1393.

Anders DL, Blevins T, Smothers CT, Woodward ]J. Reduced ethanol inhibition of N-
methyl-D-aspartate receptors by deletion of the NR1 CO domain or overexpression of
alpha-actinin-2 proteins. | Biol Chem 2000; 275: 15019-15024.

Anji A, Kumari M. A cis-acting region in the N-methyl-D-aspartate R1 3-UTR region
interacts with the nobel RNA binding protein beta subunit of alpha glucosidase II and

annexin Al-effect of chronic ethanol exposure 7 vivo. Eur ] Neurosci 2011; 34: 1200-1211.

Antanez E, Estruch R, Cardenal C, NicOolas JM, Fernandez-Sola J, Urbano-Marquez A.
Usefulness of CT and MR imaging in the diagnosis of acute Wernicke’s encephalopathy.
Am ] Roentgenol 1998; 171(4): 1131-1134.

Arendt T, Henning D, Gray JA, Marchbanks R. Loss of neurons in the rat basal forebrain
cholinergic projection system after prolonged intake of ethanol. Brain res Bull 1988; 21:

563-569.
Aroor AR, James T. Jackson DE, Shukla SD. Differential changes in MAP kinases, histone
modifications, and liver injury in rats acutely treated with ethanol. Alcohol Cli Exp Res

2010; 34: 1543-1551.

Baker KG. Neuronal loss in functional zones of the cerebellum of chronic alcoholics with

and without Wernicke’s encephalopathy. Neuroscience. 1999;91:429

Bales K. The value and limitations of transgenic mouse models used in drug discovery for

Alzheimer’s disease: an update. Expert Opin. Drug Discov. 2012; 7(4):281-297

Pagina

152



Barnes JM, Henley JM. Molecular characteristics of excitatory amino acid receptors. Prog

Neurobiol 1992; 39: 113-135.

Bauer J, Pedersen A, Scherbaum N, Bening J, Patschke J, Kugel H, Heindel W, Arolt
V, Ohrmann P. Craving in alcohol-dependent patients after detoxification is related to

glutamatergic dysfunction in the nucleus accumbens and the anterior cingulate cortex.

Neuropsychopharmacology. 2013 Jul;38(8):1401-1408

Bashir ZI, Bortolotto ZA, Davies CH, Berretta N, Irving Aj, Seal AJ. Induction of LTP in
the hippocampus needs synaptic activation of glutamate metabotropic receptors. Nature

(Lond) 1993; 363: 347-350.

Beal MF. Does impairment of energy metabolism result in excitotoxic neuronal detah in

neurodegenerative illnesses? Ann Neurol 1992; 31: 119-130.

Becker HC, Veatch LM, Diaz-Granados JL. Repeated ethanol withdrawal experience

selectively  alters  sensitivity to different chemoconvulsant drugs in  mice.

Psychopharmacology (Berl) 1998; 139: 145-153.

Ben-Ari Y, Aniksztejn L, Bregestovski P. Protein kinase C modulation of NMDA currents:
an important link for LTP induction. Trends Neurosci 1992; 15: 333-339.

Berild D, Hasselbach H. Survival after a blood alcohol of 1127 mg/dl. Lancet 1981; 2: 363.
Bienkowski P, Stefanski R, Kostowski W. Competitive NMDA receptor antagonist, CGP
40116, substitutes for the discriminative stimulus effects of ethanol. Eur | Pharmacol 1996;

314: 277-280.

Blass JP, Gibson GE. Abnormality of the thiamine-requiring enzyme in patients with

Wernicke-Korsakoff sindrome. N Engl | Med 1977; 297: 1367-1470).
Blevins T, Mirshahi T, Chandler L], Woodward JJ. Effects of acute and chronic ethanol

exposure on heteromeric N-methyl-D-aspartate recpetors expressed in HEK 293 cells. |

Neurochem 1997; 69: 2345-2354.

Pagina

153


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bauer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pedersen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scherbaum%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bening%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Patschke%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kugel%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heindel%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arolt%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arolt%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ohrmann%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23403696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23403696

Bliss TVP, Collingridge GL. A synaptic model of memory: long-term potentiation in the
hippocampus. Nature (Lond) 1993; 361: 31-39.

Bradley J, Carter SR, Rao VR, Wang J, Finkbeiner S. Slpice variants of the NM1 subunit
differencially induce NMDA receptor-dependent gene expression. ] Neurosci 2006; 206:
1065-1076.

Breese CE, Freedman R, Leonard SL. Glutamate receptor subtype expression in human
postmortem brain tissue from schizophrenics and alcohol abusers. Brain Res 1995; 674: 82-

90.

Brooks PJ, Lipsky RH. Future direction in alcoholism research: Genomic and Gene

transfer. Alcohol Res Health 2000; 24: 189-192.

Buller AL, Larson HC, Morrisett RA, Monaghan DT. Glycine modulates ethanol inhibition
of heteromeric N-methyl-D-aspartate receptors expressed in Xenopus oocytes. Mol

Pharmacol 1995; 48: 717-723.

Burnashev N, Schoepfer R, Monyer H, Ruppersberg JP, Gunther W, Seeburg PH,
Sakmann B. Control by asparagine residues of calcium permeability and magnesium

blockade in the NMDA receptor. Science 1992; 257: 1415-1419.

Butterfield A, Pocernich ChB. The glutamatergic system and Alzheimer’s disease. CNS
Drugs 2003; 17 (9): 641-652.

Calabresi P, De Murtas M, Mercuri NB, Bernardi G. Chronic neuroleptic treatment D2
dopamine receptor supersensitivity and striatal glutamatergic transmision. Ann Neurol

1992 ; 31 : 366-373.

Calton JL, Wilson WA, Moore SD. Reduction of voltage-dependent currents by ethanol
contributes to inhibition of NMDAR-mediated excitatory synaptic transmission. Brain

Res. 1999;816:142

Pagina

154



Carpenter-Hyland EP, Chandler LJ. Ionotropic glutamate receptor clustering and
membrane trafficking. Alcohol Clin Exp Res 2001; 25: 8.

Carpenter-Hyland EP, Woodward JJ, Chandler IJ. Chronic ethanol induces synaptic but
not extrasynaptic targeting of NMDARs. ] Neurosci. 2004;24:7859

Carroll RC, Zukin RS. NMDA-receptor trafficking and targeting: implications for synaptic
transmission and plasticity. Trends Neurosci 2002; 25: 571-577.

Cathala L, Misra C, Cull-Candy S. Developmental profile of the changing properties of
NMDA receptors at cerebellar mossy fiber-granule cell synapses. ] Neurosci. 2000;
20:5899-5905.

Cebers G, Cebere A, Zharkovsky A, Liljequist S. Glycine does not reverse the inhibitory
actions of ethanol on NMDA receptor functions in cerebellar granule cells. Naunyn

Schmiedebergs Arch Pharmacol 1996; 354: 736-745.

Chandrasekar R. Alcohol and NMDA receptor: current research and future direction.

Front Mol Neurosci 2013; 6: 1-27

Charness ME, Simon RP, Greenberg DA. Ethanol and the nervous system. N Engl | Med
1989; 321: 442-454.

Chen Y, Beffert U, Ertunc M, Tant T, Kavalali E, Bezprozvanny I, Herz J. Reelin
modulates NMDA receptor activity in cortical neurons. | Neurosci Let. 2005, 25(36):8209-
8216

Choi DW. Bench to beside: the glutamate connection. Science 1992; 258: 241-243.

Christensen T, Jorgensen MB, Diemer NH. Impairment of Fos protein formation in the rat

infarct borderzone by MK-801, but not by NBQX. Acta Neurol Scand 1993; 87: 510-515.

Chu B, Anantharam V, Treistman SN. Ethanol inhibition of recombinant heteromeric
NMDA channels in the presence and absence of modulators. ] Neurochem 1995; 65: 140-
148.

Pagina

155



Cloninger CR. Neurogenetic adaptative mechanisms in alcoholism. Science 1987; 2306:

410-416.

Cooke SF, Bliss TV. Plasticity in the human central nervous system. Brain 2006; 129(7):
1659-73.

Crabbe JC, Kendler K, Hitzemann R. Modeling the Diagnostic Criteria for Alcohol
Dependence with Genetic Animal Models. Curr Top Behav Neurosci 2013 ; 13: 187-221.

Crary JF, Shao CY, Mirra SS, Hernandez Al, Sacktor TC. Atypical protein kinase C in
neurodegenerative disease 1. PKMzeta aggregates with limbic neurofibrillary tangles and
AMPA receptors in Alzheimer disease. Journal of Neuropathology and Experimental

Neurology 20006; 65(4): 319-26.

Criswell HE, et al. Macrokinetic analysis of blockade of NMDA-gated currents by
substituted alcohols, alkanes and ethers. Brain Res. 2004;1015:107

Cull-Candy S, Brickley S, Farrant M. NMDA receptor subunits: diversity, development and
disease. Curr Opin Neurobiol. 2001; 11:327-335.

Cummins JT, Sack M, von Hungen K. The effect of chronic ethanol on glutamate binding
in human and rat brain. Life Sci. 1990; 47(19): 877-882.

Dani JA, Mayer ML. Structure and function of glutamate and nicotinic acethylcholine

receptors. Curr Opin Neurobiol 1995; 5: 310-317.

Darstein MB, Landwehrmeyer GB, Feuerstein T]. Changes in NMDA receptor subunit
gene expression in the rat brain following withdrawal from forced long-term ethanol

intake. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 2000; 361(2): 206-213.
Das S, Sasaki YF, Rothe T, Premkumar LS, Takasu M, Crandall JE, et-al. Increased

NMDA current and spine density in mice lacking the NMDA receptor subunit NR3A.
Nature. 1998; 393:377-81.

Pagina

156



Davidson MD, Wilce P, Shanley BC. Increased sensitivity of the hippocampus in ethanol-
dependent rats to toxic effect of N-methyl-D-aspartic acid in vivo. Brain Res 1993; 606: 5-
9.

Davis M, Rainnie D, Cassell M. Neurotransmission in the rat amygdala related to fear and

anxiety. Trends Neurosci 1994; 17: 208-214.

Dawson TM, Dawson VL, Snyder SH. A novel neuronal messenger molecule in brain: the

free radical, nitrid oxide. Ann Neurol 1992; 32: 297-311.

De la Monte SM. Disproportionate atrophy of cerebral white matter in chronic alcoholics:

a pathological study. Arch Neurol 1988; 45: 990-992.

De la Monte SM, Kirill JJ. Human alcohol-related neuropathology. Acta Neuropathol 2014;
127: 71-90

Devaud LL, Morrow AL. Gender-selective effects of ethanol dependence on NMDA
receptor subunit expression in cerebral cortex, hippocampus and hypothalamus. Eur ]

Pharmacol. 1999 Mar 26;369(3):331-4.
Devaud LL, Alele P. Differential effects of chronic ethanol administration and withdrawal
on gamma-aminobutyric acid type A and NMDA receptor subunit proteins in male and

female rat brain. Alcohol Clin Exp Res 2004; 28(6): 957-965.

De Witte P. Imbalance between neuroexcitatory and neuroinhibitory amino acids causes

craving for ethanol. Addict Behav 2004; 29(7): 1325-1339.

Diana M, Rossetti ZL, Gessa G. Rewarding and aversive effects of ethanol: interplay of

GABA, glutamate and dopamine. Alcohol Alcohol Suppl 1993; 2: 315-319.

Dickinson A, Wood N, Smith JW. Alcohol seeking by rats: action or habit? Q ] Exp
Psychol B. 2002;55:331

Pagina

157


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Devaud%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10225371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morrow%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10225371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10225371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10225371

Dildy JE, Leslie SW. Ethanol inhibits NMDA-induced increases in free intracellular Ca2+
in dissociated brain cells. Brain Res 1989; 499: 383-387.

Dingledine R, Boland LM, Chamberlin NI, Kawasaki K. Amino acid receptors and uptake
systems in the mammalian central nervous system. CRC Crit. Rev. Neurobiol. 1988; 4: 1-

96.

Dingledine R, Borges K, Bowie D, Traynelis SF. The glutamate receptor ion channels.
Pharmacol. Rev. 1999551 (1): 7-61.

Dodd PR, Thomas GJ, Harper CG, Kril JJ. Amino acid neurotransmitter receptor changes
in cerebral cortex in alcoholism: effect of cirrhosis of the liver. ] Neurochem 1992; 59:

1506-1515.

Domart MC, Benyamina A, Lemoine A, Bourgain C, Blecha I, Debuire B, Reynaud
M, Saffroy R. Association between a polymorphism in the promoter of a glutamate

receptor subunit gene (GRIN2A) and alcoholism. Addict Biol. 2012 Jul;17(4):783-5.

Du X, Elberger AJ, Matthews DB, Hamre KM. Heterozygous deletion of NR1 subunit of

the NMDA receptor alters ethanol-related behaviors and regional expression of NR2

subunits in the brain. Neurotoxicol Teratol 2012; 34(1):177-86.

Dure SL IV, Young AB, Penney JB. Excitatory amino acid binding sites in the caudate

nucleus and frontal cortex of Huntington’s disease. Ann Neurol 1991; 30: 785-793.

Duval D, Roome N, Gauffeny C, Nowicki JP, Scatton B. SL 82.0715, an NMDA
antagonist acting at the polyamine site, does not induce neurotoxic effects on rat cortical

neurons. Neurosci Lett 1992; 137: 193-197.
Eckardt MJ, File SE, Gessa GL, Grant KA, Guerri C, Hoffman PL, Kalant H, Koob GF,

Li TK, Tabakoff B. Effects of moderate alcohol consumption on the central nervous

system. Alcohol Clin Exp Res 1998; 22: 998-1040.

Pagina

158


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benyamina%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21507155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lemoine%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21507155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bourgain%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21507155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blecha%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21507155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Debuire%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21507155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reynaud%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21507155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reynaud%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21507155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saffroy%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21507155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21507155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Du%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21945132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Elberger%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21945132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matthews%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21945132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hamre%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21945132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21945132

Ehlers MD, Tingley WG, Huganir RI.. Regulated subcellular distribution of the NRI
subunit of the NMDA receptor. Science 1995; 269: 1734-1737.

Ehlers MD, Zhang S, Bernhadt JP, Huganir RL. Inactivation of NMDA receptors by direct
interaction of calmodulin with the NR1 subunit. Cell 1996; 84:745-55.

Enoch MA, Goldman D. The genetics of alcoholism and alcohol abuse. Curr Psychiatry
Rep 2001; 3:144—151.

Erreger K, Geballe MT, Kristensen A, Chen PE, Hansen KB, Lee CJ, et-al. Subunit-
specific agonist activity at NR2A-, NR2B-, NR2C-, and NR2D-containing N-methyl-D-
aspartate glutamate receptors. Mol Pharmacol. 2007; 72:907-920.

Everitt BJ, Robbins TW. Neural systems of reinforcement for drug addiction: from actions

to habits to compulsion. Nat Neurosci. 2005;8:1481.

Fadda F, Rossetti ZL. Chronic ethanol consumption: from neuroadaptation to

neurodegeneration. Prog Neurobiol.1998;56:385.

Ferrer I, Fabregues I, Rairiz J, Galofré E. Decreased numbers of dendritic spines on

cortical pyramidal neurons in human chronic alcoholism. Neurosc Lett 1986; 69: 115-119.

Ferrer I, Fabregues I, Pineda M, Gracia I, Ribalta T. A Golgi study of cerebellar atophy in
human chronic alcoholism. Neuropathol Appl Neurobiol 1984; 10: 245-253.

Fink K, Gothert M. Both ethanol and ifenprodil inhibit NMDA-evoked release of various
neurotransmitters at different, yet proportional potency: potential relation to NMDA
receptor subunit composition. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 1996; 354: 312-
319.

Flatscher-Bader T, van der Brug M, Hwang JW, Gochee PA, Matsumoto I, Niwa S, Wilce

PA. Alcohol-responsive genes in the frontal cortex and nucleus accumbens of human

alcoholics. | Neurochem. 2005 Apr; 93(2): 359-70.

Pagina

159


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Flatscher-Bader%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15816859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20der%20Brug%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15816859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hwang%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15816859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gochee%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15816859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matsumoto%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15816859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Niwa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15816859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilce%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15816859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilce%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15816859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15816859

Flora §J, Gautam P, Kushwaka P. Lead and ethanol co-exposure lead to blood oxidative

stress and subsequent neuronal apoptosis in rats. Alcohol Alcohol 2012; 47: 92-101.

Floyd DW, Jung KY, McCool BA. Chronic ethanol ingestion facilitates N-methyl-D-
aspattate receptor function and expression in rat lateral/basolateral amygdale neurons. |

Pharmacol Exp Ther 2003; 307(3): 1020-1029.

Follesa P, Ticku MK. Chronic ethanol treatment differencially regulates NMDA receptor
subunit mRNA expression in rat brain. Brain Res Mol Brain Res 1995; 29: 99-106.

Follesa P, Ticku MK. Chronic ethanol-mediated up-regulation of the N-methyl-D-aspartate
receptor polypeptide subunits in mouse cortical neurons in culture. ] Biol Chem 1996; 271:

13297-13299.

Freund G, Anderson KJ. Glutamate receptors in the frontal cortex of alcoholics. Alcohol

Clin Exp Res 1996; 20 (7): 1165-1172.

Freund G, Anderson KJ. Glutamate receptors in the cingulate cortex, hippocampus, and

cerebellar vermis of alcoholics. Alcohol Clin Exp Res 1999; 23 (1): 1-6
Galofré E, Ferrer I, Fabregues I, Lopez-Tejedo D. Effects of prenatal ethanol exposure on
dendritic apines of layer V pyramidal neurons in the somatosensory cortex of the rat. |

Neurol Sci 1897; 81: 185-195.

Gasic GP, Hollmann M. Molecular neurobiology of glutamate receptors. Annu Rev Physiol

1992; 54: 507-536.

Gass JT, Olive MF. Glutamatergic substrates of drug addiction and alcoholism. Biochem

Pharmacol 2008; 75:218-265.

Gatch MB, Wallis CJ, Lal H. Effects of NMDA antagonists on ethanol-withdrawal induced
“anxiety” in the elevated plus maze. Alcohol 1999; 19: 207-211.

Pagina

160



Givens B, MacMahon K. Ethanol suppresses the induction of long-term potentiation in

vivo. Brain Res. 1995; 688:27-33.

Goebel DJ, Poosch MS. NMDA receptor subunit gene expression in the rat brain: a
quantitative analysis of endogenous mRNA levels of NR1Com, NR2A, NR2B, NR2C,
NR2D and NR3A. Brain Res Mol Brain Res. 1999; 69:164-170.

Gold R, Linington C, Lassmann H. Understanding pathogenesis and therapy of multiple
sclerosis via animal models: 70 years of merits and culprits in experimental autoimmune

encephalomyelitis research. Brain. 2006; 129: 1953-71.

Goldman D, Ducci F. Deconstruction of vulnerability to complex diseases: enhanced

effect sizes and power of intermediate phenotypes. Scientific World J 2007; 7:124—-130
Goldstein DB. Pharmacology of alcohol. Oxford University Press, New York 1983.
Gonzales RA, Woodward JJ. Ethanol inhibits N-methyl-D-aspartate-stimulated
[3H]norepinephrine release from rat cortical slices. ] Pharmacol Exp Ther 1990; 253:

1138-1144.

Gonzalez LP, Veatch LM, Ticku MK, Becker HC. Alcohol withdrawal kindling:
mechanisms and implications for treatment. Alcohol Cli Exp Res 2001; 25: 1978-2018S.

Grant KA, Valverius P, Hudspith M, Tabakoff B. Ethanol withdrawal seizures and the
NMDA receptor complex. Eur | Pharmacol 1990; 176: 289-296.

Greenamyre JT, Young AB. Excitatory amino acids and Alzheimer’s disease. Neurobiol

Aging 1989; 10: 593-602.

Greenamyre JT, O’Brien CF. N-methyl-D-aspartate antagonists in the treatment of

Parkinson’s disease. Arch Neurol 1991; 48: 977-981.

Pagina

161


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16632554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16632554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16632554

Grosshans DR, Browning MD. Protein kinase C activation induces tyrosine
phosphorylation of the NR2A and NR2B subunits of the NMDA receptor. | Neurochem
2001; 76: 737-744.

Grover CA, Frye GD, Griffith WH. Acute tolerance to ethanol inhibition of NMDA-
mediated EPSPs in the CA1 region of the rat hippocampus. Brain Res. 1994;642:70.

Gu M, Zahr NM, Spielman DM, Sullivan EV, Pfefferbaum A, Mayer D. Quantification of
glutamate and glutamine using constant-time point-resolved spectroscopy at 3 T. NMR

Biomed 2012; 26:164-172.

Gulya K, Grant KA, Valverius P, Hoffman PL, Tabakoff B. Brain regional specificity and
time-course of changes in the NMDA receptor-ionophore complex during ethanol

withdrawal. Brain Res 1991; 547: 129-134.

Hall W, Zador D. The alcohol withdrawal syndrome. Lancet. 1997;349:1897-1900.

Hamberger A, Van Gelder NM. Metabolic manipulation of neural tissue to counter the

hypersynchronous excitation of migraine and epilepsy. Neurochem Res 1993; 18: 503-509.

Hardingham GE, Fukunaga Y, Bading H. Extrasynaptic NMDARs oppose synaptic
NMDARs by triggering CREB shut-off and cell death pathways. Nat Neurosci 2002; 5:
405-414.

Hardy PA, Chen W, Wilce PA. Chronic ethanol exposure and withdrawal onfluence
NMDA receptor dubunit and splice variant mRNA expression in the rat cerebral cortex.

Brain Res 1999; 819: 33-39.

Harper CG, Kiil JJ. Brain atrophy in chronic alcoholic patients: a quantitative pathological
study. ] Neurol Neurosurg Psychiatry 1985; 48: 211-217.

Harper CG Giles M, Finaly-Jones R. Clinical signs in the Wernicke-Korsakoff complex: a
retrospective analysys of 131 cases disgnosed at necropsy. | Neurol Neurosurg Psychiatry

1986; 49: 341-345.

Pagina

162



Harper C, Kiril J, Daly J. Are we drinking our neurones away. Br. Med. J. (Clin. Res.
Ed.) 1987;294:534.

Harper CG, Kiril J, Daly J. Does a “moderate” alcohol intake damage the brain? | Neurol
Neurosurg Psychiatry 1988; 51: 909-913.

Harper C, Corbett D. Changes in the basal dendrites of cortical pyramidal cells from

alcoholic patients—a quantitative Golgi study. ] Neurol Neurosurg Psychiatry. 1990;53:856.

Harrison PJ, Barton AJ, Najlerahim A, McDonald B, Pearson RC. Increased muscarinic

receptor messenger RNA in Alzheimer's disease temporal cortex demonstrated by in situ

hybridization histochemistry. Brain Res Mol Brain Res 1991; 1: 15-21.

Haugbol SR, Ebert B, Ulrichsen J. Upregulation of glutamate receptor subtypes during
alcohol withdrawal in rats. Alcohol Alcohol 2005; 42(2): 89-95.

Hawkins LM, Chazot PL, Stephenson FA. Biochemical evidence for the co-association of
three N-methyl-D-aspartate (NMDA) R2 subunits in recombinant NMDA receptors. ] Biol
Chem 1999, 274: 27211-27218.

Heath AC, Bucholz KK, Madden PA, Dinwiddie SH, Slutske WS, Bierut LJ, Statham D],
Dunne MP, Whitfield JB, Martin NG. Genetic and environmental contributions to alcohol

dependence risk in a national twin sample: consistency of findings in women and men.

Psychol Med 1997; 27:1381-96.
Hemby SE, O'connor  JA, Acosta G, Floyd D, Anderson N, McCool BA, Friedman
D, Grant KA. Ethanol-induced regulation of GABA-A subunit mRNAs in prefrontal fields

of cynomolgus monkeys. Alcohol Clin Exp Res. 2006 Dec;30(12):1978-85.

Hendrickson AW, et al. Aberrant synaptic activation of N-methyl-D-aspartate receptors

underlies ethanol withdrawal hyperexcitability. ] Pharmacol Exp Ther. 2007;321:60

Hermann N, Chau S, Kircanski I, Lanctot KL. Current and emerging drug treatment

options for Alzheimer’s disease: a systematic review. Drugs 2011; 71: 2031-65

Pagina

163


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22Harrison+PJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22Barton+AJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22Najlerahim+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22McDonald+B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22Pearson+RC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O%27connor%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17117962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Acosta%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17117962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Floyd%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17117962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Anderson%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17117962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCool%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17117962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Friedman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17117962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Friedman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17117962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grant%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17117962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17117962

Hillbom M, Pieninkeroinen I, Leone M. Seizures in alcohol-dependent patients:

epidemiology, pathophysiology and management. CNS Drugs 2003; 17(14): 1013-1030.

Hillemarcher T. Biological mechanisms in alcohol dependence. News perspectives. Alcohol

Alcohol 2011; 46: 224-230.

Hindmarch I, Kerr |S, Sherwood N. The effects of alcohol and other drugs on

psychomotor performance and cognitive function. Alcohol Alcoholism 1991; 26: 71-79.

Hinton DJ, Lee MR, Jacobson TL, Mishra PK, Frye MA, Mrazek DA et al. Ethanol
withdrawal-induced brain metabolites and the pharmacological effects of acamprosate in

mice lacking ENT1. Neuropharmacology 2012; 62:2480-2488.
Hitchcott PK, Bonardi CM, Phillips GD. Enhanced stimulus-reward learning by intra-
amygdala administration of a D3 dopamine receptor agonist. Psychopharmacology (Berl)

1997; 133: 240-248.

Hoffman PL, Rabe CS, Moses F, Tabakoff B. NMDA receptors and ethanol: inhibition of
calcium flux and cyclic GMP production. ] Neurochem 1989; 52:1937-1940.

Hoffman PL, Tabakoff B. Ethanol sedative hypnotics and glutamate receptor function in
brain and cultured cells. Alcohol & Alcoholism Suppl. 2 1993; 345-351

Hoffman PL, lorio KR, Snell LD, Tabakoff B. Attenuation of glutamate-induced
neurotoxicity in chronically ethanol-exposed cerebellar granule cells by NMDA receptor
antagonists and ganglioside GM1. Alcohol Clin Exp Res 1995; 19: 721-726.

Hoffman PL. NMDA receptors in alcoholism. Int Rev Neurobiol 2003; 56:35-82.

Honse Y. Sites in the fourth membrane-associated domain regulate alcohol sensitivity of

the NMDAR.Neuropharmacology. 2004;46:647.

Pagina

164



Hu Xs, Follesa P, Ticku MK. Chronic ethanol treatment produces a selective up-regulation
of the NMDA receptor subunit gene expression in mammalian cultured cortical neurons.

Brain Res Mol Brain Res 1996; 36: 211-218.

Huggins DJ, Grant GH. The function of the amino terminal domain in NMDA receptor
modulation. ] Mol Graph Model. 2005; 23(4): 381-8

Hugon J, Tabaraud F, Rigaud M, Vallat JM, Dumas M. Glutamate dehydrogenase and
aspartate aminotransferase in leukocytes of patients with motor neuron disease. Neurology

1989; 39: 956-958.

Ikeda K, Nagasawa M, Mori H, Araki K, Sakimura K, Watanabe M, Inoue Y, Mishina M.
Cloning and expression of the epsilon 4 subunit of the NMDA receptor channel. FEBS
Lett 1992; 313: 34-38.

Imbimbo BP. Why did Tarenflurbil fail in Alzheimer’s disease? | Alzheimers Dis 2009; 17:
757-60.

Imperato A, Di Chiara G. Preferential stimulation of dopamine release in the nucleus

accumbens of freely moving rats by ethanol. ] Pharmacol Exp Ther 1986; 239: 219-228.
Iorio KR, Tabakoff B, Hoffman PL. Chronic exposure of cerebellar granule cells to
ethanol results in increased N-methyl-D-aspartate receptor function. Mol Pharmacol 1992;

41: 1142-1148.

Izquierdo I. Role of NMDA receptors in memory. Trends Pharmacol Sci 1991; 12: 128-
129.

Jatzke C, Watanabe J, Wollmuth LP. Voltage and concentration dependence of Ca(2+)
permeability in recombinant glutamate receptor subtypes. ] Physiol. 2002; 538:25-39

Pagina

165


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Huggins%20DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grant%20GH%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Mol%20Graph%20Model.');

Jin C, Woodward JJ. Effects of 8 different NR1 splice variants on the ethanol inhibition of
recombinant NMDA receptors. Alcohol Clin Exp Res. 2006; 30(4):673-9.

Jin Z, Bhandage AK, Bazov I, Kononenko O, Bakalkin G, Korpi ER, Birnir B. Selective
increases of AMPA, NMDA, and kainate receptor subunit mRNAs in the hippocampus

and orbitofrontal cortex but not in prefrontal cortex of human alcoholics. Front Cell

Neurosci. 2014; Jan 8: 1-10.

Johnson JW, Ascher P. Glycine potentiates the NMDA response in cultured mouse brain

neurons. Nature (Lond.) 1987; 325: 529-531.

Johnson BA, Ait-Daoud N, Bowden CL, DiClemente CC, Roache JD, Lawson K, Javors
MA, Ma JZ. Oral topiramate for treatment of alcohol dependence: a randomised controlled
trial. Lancet 2003 May 17; 361(9370):1677-85.

Kader A, Frazzini VI, Solomon RA, Trifiletti RR. Nitrid oxide production during focal
cerebral ischemia in rats. Stroke 1993; 24: 1717-1724.

Kalant H, LeBlanc AE, Gibbins R]J. Tolerance to, and dependence on, some non-opiate

psychotropic drugs. Pharmacol Rev 1971; 23: 135-191.

Kamboj RK, Schoepp DD, Nutt S, Sheckter L, Korezak B, True RA, Rampersad V,
Zimmerman DM, Wosnick MA. Molecular cloning, expression and pharmacological

characterization of humEAA1, a human kainate receptor subunit. ] Neurochem 1994; 62:

1-9

Karhunen PJ, Erkinjuntti T, Laippala P. Moderate alcohol consumption and loss of
cerebellar Purkinje cells. Br ] Med ] 1994; 308: 1663-1667.

Kauer JA, Malenka RC. Synaptic plasticity and addiction. Nature reviews. Neuroscience

2007; 8(11): 844-58.

Kendler KS, Heath AC, Neale MC, Kessler RC, Eaves LJ. A population-based twin study
of alcoholism in women. JAMA 1992; 14; 268:1877-82.

Pagina

166


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16573586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bhandage%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24523671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bazov%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24523671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kononenko%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24523671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bakalkin%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24523671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Korpi%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24523671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Birnir%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24523671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24523671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24523671

Kim JH, Park M, Yang SY, Jeong BS, Yoo HJ, Kim JW, Chung JH, Kim SA. Association
study of polymorphisms in N-methyl-D-aspartate receptor 2B subunits (GRIN2B) gene
with Korean alcoholism. Neurosci Res. 2006 Oct;56(2):220-3. Epub 2006 Sep 5.

King MA, Hunter BE, Walker DW. Alterations and recovery of dendritic spine density in
rat hippocampus following long-term ethanol ingestion. Brain Res 1988; 459: 381-385.

Kirstein SL, Davidson KL, Ehringer MA, Sikela JM, Erwin VG, Tabakoff B. Quantitative
trait loci affecting initial sensitivity and acute functional tolerance to ethanol-induced ataxia
and brain camp signalling in BXD recombinant inbred mice. | Pharmacol Exp Ther 2002;
302: 1238-1245.

Kitai ST, Shepard PD, Callaway JC, Scroggs R. Afferent modulation of dopamine neuron
firing patterns. Curr Opin Neurobiol 1999; 9: 690-697.

Klausnitzer ], Kulla A, Manahan-Vaughan D. Role of the group III metabotropic
glutamate receptor in LTP, depotentiation and L'TD in dentate gyrus of freely moving rats.
Neuropharmacology 2004; 46: 160-170.

Knapp DJ, Braun CJ, Duncan GE, Qian Y, Fernandes A, Crews FT, Breese GR. Regional
specificity of ethanol and NMDA action in brain revealed with FOS-like
immunohistochemistry and differential routes of drug administration. Alcohol Clin Exp

Res 2001; 25: 1662-1672.

Kolb JE, Trettel J, Levine ES BDNF enhancement of postsynaptic NMDA receptors is
blocked by ethanol. Synapse. 2005 Jan; 55(1): 52-7.

Koltchine V, Anantharam V, Wilson A, Bayley H, Treistman SN. Homomeric assemblies
of NMDARTI splice variants are sensitive to ethanol. Neurosci Lett 1993; 152; 13-16.

Kornhuber J, Weller M, Riederer P. Glutamate receptor antagonists for neuroleptic
malignant syndrome and akinetic hypertermic Parkinsonian crisis. ] Neural Transm [P-D

Sect] 1993; 6: 63-72.

Pagina

167


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16911840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Park%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16911840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16911840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jeong%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16911840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoo%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16911840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16911840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chung%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16911840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16911840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim+J+GRIN2B+2006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trettel%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15515007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Levine%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15515007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolb+2005+BDNF

Korsten MA, Lieber CS. Nutrition in the Alcohol. Med Clin North Am 1979; 63: 963-972.

Kotslinka J. NMDA antagonists inhibit the development of ethanol dependence in rats. Pol
J Pharmacol 2001; 53: 47-50.

Kotlinska J, Biala G, Rafalski P, Bochenski M, Danysz W. Effect of neramexane on ethanol
dependence and reinforcement. Eur | Pharmacol 2004; 503(1-3): 95-98.

Kranzler HR, Van Kirk J. Efficacy of naltrexone and acamprosate for alcoholism

treatment: a meta-analysis. Alcohol Clin Exp Res 2001; 25: 1335-1341.

Kranzler HR, Gelernter |, Anton RF, Arias AJ, Herman A, Zhao H, Burian L, Covault J.
Association of markers in the 3' region of the GIuR5 kainate receptor subunit gene to

alcohol dependence. Alcohol Clin Exp Res. 2009 May; 33(5): 925-30.

Kreutz MR, Bockers TM, Bockmann J, Seidenbecher CI, Kracht B, Vorwerk CK, et-
al. Axonal injury alters alternative splicing of the retinal NR1 receptor: the preferential

expression of the NR1b isoforms is crucial for retinal ganglion cell survival. | Neurosci.

1998; 18:8278-8291.

Krupitsky EM. Effect of memantine on cue-induced alcohol craving in recovering alcohol-

dependent patients. Am | Psychiatry. 2007;164:519.

Krystal JH. Altered NMDA glutamate receptor antagonist response in recovering ethanol-

dependent patients. Neuropsychopharmacology. 2003;28:2020.

Kumari M, Ticku MK. Ethanol and regulation of the NMDA receptor subunits in fetal
cortical neurons. | Neurochem. 1998; 70(4): 1467-1473.

Kumari M. Differential effects of chronic ethanol treatment on N-methyl-D-aspartate R1

splice variants in fetal cortical neurons. J.Biol.Chem. 2001; 276 (32): 29764-29771.

Pagina

168


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kranzler%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19320626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gelernter%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19320626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Anton%20RF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19320626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arias%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19320626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Herman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19320626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19320626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burian%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19320626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Covault%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19320626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19320626

Kumari M, Anji A. And old story with a new vist: Do NMDART1 binding protein regulate
expression of the NMDARI receptor in the presence of alcohol? Ann NY Acad Sci 2005;
1053: 311-318.

Kuner T, Schoepfer R, Korpi ER. Ethanol inhibits glutamate-induced currents in

heteromeric NMDA recpetor subtypes. Neuroreport 1993; 5: 297-300.

Kutsuwada T, Kashiwabuchi N, Mori H, Sakimura K, Kushiya E, Araki K, Meguro H,
Masaki H, Kumanishi T, Arakawa M. Molecular diversity of the NMDA receptor channel.
Nature 1992; 358: 36-41.

Lai CC, Chang MC, Lin HH. Acute tolerance to ethanol inhibition of NMDA-induced

responses in rat rostral ventrolateral medulla neurons. | Biomed Sci. 2004;11:482.

Laube B, Hirai H, Sturgess M, Betz H, Kuhse J. Molecular determinants of agonist
discrimination by NMDA receptor subunits: analysis of the glutamate binding site on the

NR2B subunit. Neuron 1997; 18: 493-503.
Laurie DJ, Putzke J, Zieglgansberger W, Seeburg PH, Tolle TR. The distribution of splice
variants of the NMDAR1 subunit mRNA in adult rat brain. Brain Res Mol Brain Res 1995;

32: 94-108.

Lé AD, Kalant H. Influence of intoxicated practice on the development of acute tolerance

to the motor impairment effect of ethanol. Psychopharmacology (Betl) 1980; 106: 572-576.

LeBlanc AE, Gibbins RJ, Kalant H. Behavioral augmentation of tolerance to ethanol in the

rat. Psychopharmacologia 1973; 30: 117-122.

Lee I, Kesner RP. Differential contribution of NMDA receptors in hippocampal
subregions to spatial working memory. Nat Neurosci 2002; 5: 162-168.

Leo MA, Lieber CS. Hepatic fibrosis after long-term administration of ethanol and

moderate vitamin A supplementation in the rat. Hepatology 1983 Jan-Feb;3(1):1-11.

Pagina

169


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leo%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6681608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lieber%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6681608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=leo+1983+fibrosis

Lester RA, Clements JD, Westbrook GL, Jahr CE. Channel kinetics determine the time
course of NMDA receptor mediated synaptic currents. Nature. 1990; 346:565-567.

Li Q, Wilson WA, Swartzwelder HS. Differential effect of ethanol on NMDA EPSCs in
pyramidal cells in the posterior cingulate cortex of juvenile and adult rats. ]

Neurophysiol. 2002;87:705

Li HF, Mochly-Rosen D, Kendig JJ. Protein kinase Cgamma mediates ethanol withdrawal
hyper-responsiveness of NMDA receptor currents in spinal cord motor neurons. Br ]

Pharmacol 2005; 144 (3): 301-307.

Li Y. Establishment of experimental models for Alzheimer's disease research. Int

J Neurosci. 2013; 123(12): 823-31

Lieber CS. Biochemical and molecular basis of alcohol-induced injury to liver and other

tissues. N Engl ] Med 1988; 319: 1639-1650.

Liljequist S. The competitive NMDA receptor antagonist, CGP 39551,inhibits ethanol
withdrawal seizures. Eur ] Pharmacol 1991; 192: 197-198.

Lima-Landman MT, Alburquerque EX. Ethanol potentiates and blocks NMDA-activated
single-channel currents in rat hippocampal pyramidal cells. FEBS Lett 1989; 247: 61-67.

Lipton SA. Molecular mechanisms of trauma-induced neuronal degeneration. Curr Opin

Neurol Neurosurg 1993; 6: 588-596.

Logan SM, Rivera FE, Leonard JP. Protein kinase C modulation of recombinant NMDA
receptor currents: roles for the C-terminal C1 exon and calcium ions. ] Neurosci 1999;

19(3): 974-986.

Losonczy A, Somogyi P, Nusser Z. Reduction of excitatory postsynaptic responses by
persistently active metabotropic glutamate receptors in the hippocampus. ] Neurophysiol

2003; 89 (4): 1910-1919.

Pagina

170


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23668838

Lovinger DM, White G, Weight F. Ethanol inhibits NMDA-activated ion current in
hippocampal neurons. Science 1989; 243: 1721-1724.

Lovinger DM, White G, Weight FF. NMDAR-mediated synaptic excitation selectively
inhibited by ethanol in hippocampal slice from adult rat. ] Neurosci. 1990;10:1372.

Lovinger DM. Excitotoxicity and alcohol-related brain damage. Alcohol Clin Exp
Res. 1993;17:19

Lyuboslavsky P, French A, Le P, Wyatte K, Thiel WH, Marchan EM, et-al. Molecular
determinants of proton-sensitive N-methyl-D-aspartate receptor gating. Low CM, Mol
Pharmacol. 2003; 63:1212-22.

Mantz ], Cheramy A, Thierry AM,Glowinski J, Desmonts JM. Anesthetic properties of
riluzole (54274 RP), a new inhibitor of glutamate neurotransmission. Anesthesiology 1992;

76: 844-848.

Marco-Igual M. El sistema glutamatérgico (I): aspectos moleculares, farmacolégicos y

funcionales. Med. Clin 1995a; 104: 228-236.

Marco-Igual M. El sistema glutamatérgico (II): aspectos fisiopatolégicos, clinicos y

terapéuticos. Med. Clin 1995b; 105: 306-316.

Masood K, Wu C, Brauneis U, Weight FF. Differential ethanol sensitivity of recombinant

N-methyl-D-aspartate receptor subunits. Mol Pharmacol. 1994 Feb;45(2):324-9.

Mayer ML, Westbrook GIL., Guthrie PB. Voltage-dependent block by Mg2+ of NMDA
responses in spinal cord neurones. Nature (lond.) 1984; 309: 261-263.

Mayer S, Harris BR, Gibson DA, Blanchard JA, Prendergast MA, Holley RC, Littleton J.
Acamprosate, MK-801, and ifenprodil inhibit neurotoxicity and calcium entry induced by
ethanol withdrawal in organotypic slice cultures from neonatal rat hippocampus. Alcohol

Clin Exp Res 2001;26: 1468-1478.

Pagina

171


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8114679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brauneis%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8114679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weight%20FF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8114679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8114679

Maytield RD, Lewohl JM, Dodd PR, Herlihy A, Liu J, Harris RA. Patterns of gene
expression are altered in the frontal and motor cortices of human alcoholics. ]

Neurochem 2002 May; 81(4): 802-13.

Maylor EA, Rabbitt PMA. Effect of practice and alcohol on performance of a perceptual
motor task. Q J Exp Psychology 1987; 39: 777-795.

McCullen PA, Saint-Cyr JA, Catlen PL. Morphological alterations in rat CA1 hippocampal
pyramidal cell dendrites resulting from chronic consumption and withdrawal. ] Comp

Neurol 1984; 225: 111-118.

McHugh T, Blum K, Tsien J, Tonegawa S, Wison M. Impaired hippocampal
representation of space in CAl-specific NMDARI1 knockout mice. Cell 1996; 87(7): 1339-
49.

McLachlan RS. Suppression of spreading depression of Leao in neocortex by an N-methyl-

D-aspartate receptor antagonist. Can | Neurol Sci 1992; 19: 487-491.

Mei Q, Maharaj KT. Role of AP-1 in ethanol-induced N-methyl-D-aspartate receptor 2B

subunit gene up-regulation in mouse cortical neurons. | Neurochem 2005; 95: 1332-1341.

Meldrum B. Amino acids as dietary excitotoxins: a contribution to understanding

neurodegenerative disorders. Brain Res Rev 1993; 18: 293-314.

Merikangas KR, Stevens DE, Fenton B, Stolar M, O’Malley S, Woods SW, Risch N. Co-
morbidity and familiar aggregation of alcoholism and anxiety disorders. Psychol Med 1998;

28: 773-788.
Michaelis EK, Freed W], Galton N, Foye ], Michaelis ML, Phillips I, Kleinman JE.

Glutamate receptor changes in brain synaptic membranes from human alcoholics.

Neurochem Res 1990; 15 (11): 1055-1063

Pagina

172


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mayfield%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12065639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lewohl%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12065639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dodd%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12065639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Herlihy%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12065639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12065639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harris%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12065639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mayfield+human+alcoholics+2002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mayfield+human+alcoholics+2002

Michaelis EK, Michaelis ML, Freed W], Foye J. Glutamate receptor changes in brain
synaptic membranes during chronic alcohol intake. Alcohol Alcohol 1993; suppl. 2: 377-
381.

Michaelis ML, Michaelis EK. Effects of ethanol on NMDA receptors in brain : possibilities
for Mg(2+)-ethanol interactions. Alcohol Clin Exp Res 1994; 18: 1069-1075.

Michaelis EK. Molecular biology of glutamate receptors in the central nervous system and

their role in excitotoxicity, oxidative stress and aging. Prog Neurobiol. 1998; 54:369-415.

Mirshahi T, Woodward JJ. Ethanol sensitivity of heteromeric NMDARs: effects of subunit
assembly,glycine and NMDARI1 Mgz+ - insensitive mutants. Neuropharmacology 1995;
34:347.

Mirshahi T. Intracellular calcium enhances the ethanol sensitivity of NMDARs through an

interaction with the CO domain of the NR1 subunit. ] Neurochem. 1998;71:10957.

Miyakawa T, Yagi T, Kitazawa H, Yasuda M, Kawai N, Tsuboi K, Niki H. Fyn-kinase as a
determinant of ethanol sensitivity: relation to NMDA-receptor function. Science 1997; 278:

698-701.

Monaghan DT, Bridges R]J, Cotman CW.The excitatory amino acid receptors: their classes,
pharmacology, and distinct properties in the function of the central nervous system. Annu

Rev Pharmacol Toxicol 1989; 29: 365-402.
Monyer H, Burnashev, Laurie DJ, Sakmann B, Seeburg PH. Developmental and regional
expression in the rat brain and functional properties of four NMDA receptors. Neuron

1994, 12: 529-540.

Mori H, Mishina M. Neurotransmitter receptors VIIL. Structure and function of the

NMDA receptor channel. Neuropharmacology 1995; 34: 1219-1237.

Morimoto K, Sato M. NMDA receptor complex and kindling mechanisms. Epilepsy Res
Supl 1992; 9: 297-305.

Pagina

173



Moykkynen T, Korpi ER. Acute effects of ethanol on glutamate receptors. Basic Clin
Pharmacol Toxicol. 2012 Jul;111(1):4-13.

Nagy J, Muller F, Laszlo L. Cytotoxic effect of alcohol-withdrawal on a primary cultures of
cortical neurones. Drug Alcohol Depend 2001; 61 (2): 155-162.

Nagy ], Kolok S, Dezso P, Boros A, Szombathelyi Z. Differential alterations in the
expression of NMDA receptor subunits following chronic ethanol treatment in primary

cultures of rat cortical and hippocampal neurones. Neurochem Int 2003; 42: 35-43.

Nagy J. The NR2B subtype of NMDA receptor: a potential traget for the treatment of
alcohol dependence. Curr Drug Targets CNS Neurol Disord 2004a; 3(3): 169-179.

Nagy J. Renaissance of NMDA receptor antagonists: do they have a role in the
pharmacotherapy for alcoholism? I drugs 2004b; 7(4): 339-350.

Nagy J. NR2B subunit selective NMDA antagonists inhibit neurotoxic effect of alcohol-

withdrawal in primary cultures of rat cortical neurones. Neurochem Int. 2004c: 44:17

Nakanishi S. Molecular diversity of glutamate receptors and implications for brain function.

Science 1992; 258: 597-603.

Nakazawa K, Quirk MC, Chitwood RA, Watanabe M, Yeckel MF, Sun LD, Kato A, Carr
CA, Johnston D, Wilson MA, Tonegawa S. Requirement for hippocampal CA3 NMDA

receptors in associative memory recall. Science 2002; 297: 211-218.

Naranjo CA, Sellers EM. Clinical assessment and pharmacotherapy of the alcohol
withdrawal syndrome. Recent development in alcoholism. Vol 4. Galanter M (Ed). Plenum

Publishing Corporation, NewYork 1986; 265-281.
Nelson TE, Ur CL, Gruol DL. Chronic intermittent ethanol exposure enhances NMDA-

receptro-mediated synaptic responses and NMDA receptor expression in hippocampal

CA1 region. Brain Res 2005; 23.

Pagina

174


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Korpi%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22429661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22429661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22429661

Newcomer JW, Krystal JH. NMDA receptor regulation of memory and behavior in
humans. Hippocampus 2001; 11: 529-542.

Newlin DB, Thompson JB. Alcohol challenge with sons of alcoholics: a critical review and

analysis. Psychol Bull 1990; 108: 383-402.

Ng SKC, Hauser WA, Brust JMC, Susser M. Alcohol consumption and wirhdrawal in new-
onset seizures. N Engl ] Med 1988; 319: 666-673.

Nicolas JM, Catatau AM, Estruch R, Lomefia FJ, Salamero M, Herranz R, Monforte R,
Cardenal C, Urbano-Marquez A. Regional cerebral blood flor-SPECT in chronic
alcoholism: relation to neuropsychological testing. ] Nucl Med 1993; 34 (9): 1452-1459.

Nicolas JM, Estruch R, Salamero M, Orteu N, Fernandez-Sola ], Sacanella E, Urbano-
Marquez A. Brain impairment in well-nourished chronic alcoholics is related to etanol

intake. Ann Neurol 1997; 41(5): 590-598.

Nicolas JM, Fernandez-Sola |, Robert J, Antinez E, Cofan M, Cardenal C, Sacanella E,
Estruch R, Urbano-Marquez A. High etanol intake and malnutrition in alcoholic cerebellar

shrinkage. QJM 2000; 93(7): 449-456.

Nie Z, Madamba SG, Siggins GR. Ethanol inhibits glutamatergic neurotransmission in
nucleus accumbens neurons by multiple mechanisms.]  Pharmacol Exp

Ther. 1994;271:15606.

Nunley K, Bhave B, Tabakoff B. Hoffman PL. Altered cellular localization of NMDA

receptor subunits after chronic ethanol exposure. Alcohol Clin Exp Res 2001; 25:8.

Obernier JA, Bouldin TW, Crews FT. Binge ethanol exposure in adult rats causes necrotic

cell death. Alcohol Clin Exp Res. 2002;26:547.

Okabe S, Miwa A, Okado H. Alternative splicing of the C-terminal domain regulates cell
surface expression of the NMDA receptor NR1 subunit. ] Neurosci 1999; 19(18): 7781-
7792.

Pagina

175



Olney JW, Labruyere J, Wang G, Wozniak DF, Price MT, Sesma MA. NMDA antagonist

neurotoxicity: mechanism and prevention. Science 1991; 254: 1515-1518.

Orrego F, Villanueva S. The chemical nature of the main central excitatory transmitter: a
critical appraisal based upon release studies and synaptic vesicle localization. Neuroscience.

1993; 56:539-55.

Ozawa S, Haruyuki Kamiya, Tsuzuki K. Glutamate receptors in the mammalian central

nervous system. Prog Neurobiol 1998; 54: 581-618

Park PH, Lim RW, Shukla SD. Involvement of histone acetylation in ethanol-induced

acetylation of histone H3 in hepatocytes: potential mechanism for gene expression. Am ]

Physiol Gastrointest Liver Physiol 2005; 289: 1124-11306.

Pawlak R, Melchor JP, Matys T, Skrzypiec AE, Strickland S. Ethanol-withdrawal seizures
are controlled by tissue plasminogen activator via modulation of NR2B-containing NMDA

receptors. PNAS 2005; 102 (2): 443-448.

Petrakis IL, Limoncelli D, Gueorguieva R, Jatlow P, Boutros NN, Trevisan L, Gelernter J,
Krystal JH. Altered NMDA glutamate receptor antagonist response in individuals with a

family vulnerability to alcoholism. Am | Psychiatry 2004; 161(10): 1776-1782.

Piggott MA, Perry EK, Saghal A, Perry RH. Examination of parameters influencing
[3H]MK-801 binding in postmortem human cortex. ] Neurochem 1992; 58: 1001-1008.

Pignataro L, Varodayan FP, Tannenholz LE, Harrison NL. The regulation of neuronal
gene expression by ethanol. Pharmacol Ther 2009; 124: 324-335.

Plaitakis A. Berl S, Yahr MD. Abnormal glutamate metabolism in an adult-onset

degenerative neurological disorder. Science 1982; 216: 193-196.

Poelchen W, Nieber K, Illes P. Tolerance to inhibition by ethanol of N-methyl-D-
aspartate-induced depolarization in rat locus coeruleus neurons iz witro. Eur ]

Pharmacol. 1997;332:267.

Pagina

176



Poelchen W, Kittner H, Sieler D, Regenthal R, Preiss R, Illes P. In vitro tolerance to
inhibition by ethanol of N-methyl-D-aspartate-induced depolarisation in locus coeruleus

neurons of behaviourally ethanol-tolerant rats. Neurochem Int 2001; 39: 51-58.

Ponomarev, 1., Wang, S., Zhang, L., Harris, R. A., and Mayfield, R. D. Gene coexpression
networks in human brain identify epigenetic modifications in alcohol dependence. J.

Neurosci 2012; 32, 1884—-1897.

Popp RL, Lickteig R, Browning MD, Lovinger DM. Ethanol sensitivity and subunit
composition of NMDA receptors in cultured striatal neurons. Neuropharmacology 1998;

37: 45-56.

Popp RL, Lickteig RL, Lovinger DM. Factors that enhance ethanol inhibition of N-methyl-
D-aspartate receptors in cerebellar granule cells. | Pharmacol Exp Ther 1999; 289: 1564-
1574.

Preuss UW, Zill P, Koller G, Bondy B, Hesselbrock V, Soyka M. Ionotropic glutamate
receptor gene GRIK3 SER310ALA functional polymorphism is related to delirium
tremens in alcoholics. Pharmacogenomics J. 2006 Jan-Feb;6(1):34-41.

Prybylowski K, Fu Z, Losi G, Hawkins LM, Luo J, Chang K, Wenthold RJ, Vicini S.
Relationship between availability of NMDA receptor subunits and their expression at the

synapse. | Neurosci 2002; 22: 8902-8910.

Pyapali GK, et al. Age- and dose-dependent effects of ethanol on the induction of

hippocampal long-term potentiation.Alcohol. 1999;19:107.
Qiang M, Denny A, Chen J, Tikku MK, Yan B, Henderson G. The site specific
demethylation in the 5’-regulatory area of NMDA receptor 2B subunit gene associated with

CIE-induced up-regulation of transcription. PLos ONE 2010 5:e8798.

Rabe CS, Tabakoff B. Glycine site-directed agonists reverse the actions of ethanol at the N-

methyl-D-aspartate receptor. Mol Pharmacol 1990; 38: 753-757.

Pagina

177


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Preuss%20UW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16314883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zill%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16314883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koller%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16314883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bondy%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16314883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hesselbrock%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16314883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soyka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16314883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Preuss+2006+GRIK3

Raeder H, Holter SM, Hartmann AM, Spanagel R, Moller HJ, Rujescu D. Expression of N-
methyl-d-aspartate (NMDA) receptor subunits and splice variants in an animal model of
long-term voluntary alcohol self-administration. Drug Alcohol Depend 2008 Jul 1; 96(1-2):
16-21.

Rammes G. The anti-craving compound acamprosate acts as a weak NMDA-receptor
antagonist, but modulates NMDA-receptor subunit expression similar to memantine and

MK-801. Neuropharmacology. 2001;40:749.

Randoll LA, Wilson WR, Weaver MS, Spuhler-Phillips K, Leslie SW. N-methyl-D-
aspartate-stimulated increases in intracellular calcium exhibit brain regional differences in

sensitivity to inhibition by ethanol. Alcohol Clin Exp Res 1996; 20: 197-200.

Rao A, Craig AM. Activity regulates the synaptic localization of the NMDA receptor in
hippocampal neurons. Neuron 1997; 19: 801-812.

Ray LA, Miranda R Jr, MacKillop ], McGeary ], Tidey JW, Rohsenow. DJ, Gwaltney
C, Swift RW, Monti PMA preliminary pharmacogenetic investigation of adverse events

from topiramate in heavy drinkers. Exp Clin Psychopharmacol. 2009 Apr; 17(2): 122-9.

Raymond LA, Blackstone CD, Huganir RL. Phosphorylation and modulation of
recombinant GluR6 glutamate receptors by camp-dependent protein kinase. Nature (Lond)

1993; 361: 637-641.

Ren H. Mutations at F637 in the NMDAR NR2A subunit M3 domain influence agonist
potency, ion channel gating and alcohol action. Br ] Pharmacol. 2007;151:749

Ren H, Zhao Y, Doard D, Pepoples RW. Interaction among position in the third and
fourth membrane-associated domains at the subunit interface of the NMDA receptor

forming sites of alcohol action. | Biol Chem 2012; 287: 27302-27312.
Ridge J, Ho A, Innes D, Dodd P. The Expression of NMDA Receptor Subunit mRNA in

Human Chronic Alcoholics. Influence of Cirrhosis and Genotype. Ann N.Y Acad Sci
2008; 1139: 10-19.

Pagina

178


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holter%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18358639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hartmann%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18358639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spanagel%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18358639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moller%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18358639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rujescu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18358639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ethanol+NMDA+Raeder
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ray%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miranda%20R%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=MacKillop%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McGeary%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tidey%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rohsenow%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gwaltney%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gwaltney%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Swift%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Monti%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19331489

Ridge JP, Ho AM, Dodd PR. Sex differences in NMDA receptor expression in human
alcoholics. Alcohol Alcohol 2009 Nov-Dec; 44(6): 594-601

Rimondini R, Arlinde C, Sommer W, Heilig M. Long-lasting increase in voluntary ethanol
consumption and transcriptional regulation in the rat brain after intermittent exposure to

alcohol. FASEB J 2002; 16: 27-35.

Roberto M, Schweitzer P, Madamba SG, Stouffer DG, Parsons LLH, Siggins GR. Acute and
chronic ethanol alter glutamatergic transmission in rat central amygdala: an in vitro and in

vivo analysis. | Neurosci 2004; 24(7): 1594-1603.

Roberto M, et al. Chronic ethanol exposure and protracted abstinence alter NMDARs in
central amygdala.Neuropsychopharmacology. 2006;31:988.

Roberts M, Shapiro M. NMDA receptor antagonists impair memory for nonspatial, socially
transmitted food preference. Behav Neurosci 2002; 116: 1059-1069.

Rodriguez-Moreno A, Sihra TS. Presynaptic kainate receptor facilitation of glutamate

release involves protein kinase A in the rat hippocampus. | Physiol 2004; 557: 733-745.

Roesner S, Leucht S, Lehert P, Soyka M. Acamprosate supports abstinence, naltrexone
prevents excessive drinking: evidence from a meta-analysis with unreported outcomes. |

Psychopharmacol 2008; 22:11-23.

Ron D, Wang J. Biology of NMDA receptor. Van Dongen AM, ed. Boca Raton (FL), 2009.

Ronald KM, Mirshani T, Woodward ]. Ethanol inhibition of N-methyl-D-aspartate
receptors is reduced by site-directed mutagenesis of a transmembrane domain

phenylalanine residue. ] Biol Chem 2001; 276: 44729-44735.

Rossetti ZL, Melis F, Carboni S, Gessa GL. Marked decrease of extraneuronal dopamine

after alcohol withdrawal in rats: reversal by MK-801. Eur | Pharmacol 1991 ; 200 : 371-372.

Rossetti ZL, Carboni S, Fadda F. Glutamate-induced increase of extracellular glutamate
through N-methyl-D-aspartate receptors in ethanol withdrawal. Neuroscience 1999; 93,
1135-1140.

Pagina

179


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ho%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19736238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dodd%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19736238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19736238

Rothman SM, Olney JW. Glutamate and the pathophysiology of hypoxic-ischemic brain
damage. Ann Neurol 1986; 19(2): 105-111.

Rowan M]J, Klyubin I, Cullen WK, Anwyl P. Synaptic plasticity in animal models of early
Alzheimer’s disease. Biological Sciences 2003; 358(1432): 821-8.

Rudolph JG, Walker DW, Iimuro Y, Thurman RG, Crews FT. NMDA receptor binding in
adult rat brain after several chronic ethanol treatment protocols. Alcohol Clin Exp Res

1997; 21: 1508-1519.

Rujescu D, Soyka M, Dahmen N, Preuss U, Hartmann AM, Giegling I, Koller G, Bondy
B, Moller HJ, Szegedi A. GRIN1 locus may modify the susceptibility to seizures during
alcohol withdrawal. Am ] Med Genet B Neuropsychiatr Genet 2005 Feb 5; 133B(1): 85-7.

Rycroft BK, Gibb AJ. Inhibitory interactions of calcineurin (phosphatase 2B) and
calmodulin on rat hippocampal NMDA receptors. Neuropharmacology. 2004; 47:505-514.

Salter MW, Kalia LV Sr. ¢ kinases: a hub for NMDAR regulation. Nat Rev
Neurosci. 2004;5:317

Sanna E, Serra M, Cossu A, Colombo G, Follesa P, Cuccheddu T, Concas A, Biggio G.
Chronic etanol intoxication induces differential effects on GABA A and NMDA receptor

function in the rat brain. Alcohol Clin Exp Res 1993; 17: 115-123.

Sattler R, Xiong Z, Lu WY, MacDonald JF, Tymianski M. Distinct roles of synaptic and
extrasynaptic NMDA receptors in excitotoxicity. | Neurosci 2000; 20: 22-23.

Scatton B, Carter C, Benavides J, Giroux C. N-methyl-D-aspartate receptor antagonists: a
novel therapeutic perspective for the treatment of ischemic brain injury. Cerebrovasc Dis

1991; 1: 121-125.

Schuckit MA. Genetics and the risk for alcoholism. JAMA 1985; 254: 2614-2617.

Pagina

180


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rujescu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15635650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soyka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15635650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dahmen%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15635650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Preuss%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15635650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hartmann%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15635650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Giegling%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15635650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koller%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15635650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bondy%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15635650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bondy%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15635650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%B6ller%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15635650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Szegedi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15635650
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15635650

Schuckit MA. Reactions to alcohol in sons of alcoholics and controls. Alcohol Clin Exp

Res 1988; 12: 465-470.

Schiiler T, Mesic I, Madry C, Bartholomius I, Laube B. Formation of NR1/NR2 and
NR1/NR3 heterodimers constitutes the initial step in N-methyl-D-aspartate receptor

assembly. | Biol Chem. 2008; 283:37-46.

Schummers J, Browning MD. Evidence for a role for GABA(A) and NMDARs in ethanol

inhibition of long-term potentiation. Brain Res Mol Brain Res. 2001;94:9.

Scott DB, Blanpied TA, Swanson GT, Zhang C, Ehlers MD. An NMDA receptor ER
retention signal regulated by phosphorylation and alternative splicing. ] Neurosci. 2001;

21:3063-3072.

Seeburg PH. The TINS/TIPS lecture. The molecular biology of mammalian glutamate
receptor channels. Trends Neurosci 1993; 16: 359-365.

Self RL, Mulholland PJ, Harris BR, Nath A, Prendergast MA. Cytotoxic effects of exposure
to the human immunodeficiency virus type 1 protein Tat in the hippocampus are enhanced

by prior ethanol treatment. Alcohol Clin Exp Res 2004; 28(12): 1916-1924.

Sellers EM, Kalant H. Drug therapy : Alcohol intoxication and withdrawal. N Engl ] Med
1976; 294: 757-762.

Sharp FR, Jasper P, Hall J, Noble L, Sagar SM. MK-801 and ketamina induce heat shock
protein HSP72 in injured neurons in posterior cingulated and retrosplenial cortex. Ann

Neurol 1992; 30: 801-809.

Shaw PJ. Excitatory amino acid receptors, excitotoxicity and the human nervous system.

Curr Opin Neurol Neurosurg 1993; 6: 414-422.

Shleper, M., Kartvelishvily, E., Wolosker, H. D-serine is the dominant endogenous
coagonist for NMDA receptor neurotoxicity in organotypic hippocampal slices. ] Neurosci

2005; 25: 9413-9417.

Pagina

181



Simson PE, Criswell HE, Breese GR. Inhibition of NMDA-evoked electrophysiological
activity by ethanol in selected brain regions: evidence for ethanol-sensitive and ethanol-

insensitive NMDA-evoked responses. Brain Res. 1993;607:9.

Smothers CT, Woodward JJ. Effects of amino acid substitutions in transmembrane
domains of the NR1 subunit on the ethanol inhibition of recombinant N-methyl-D-

aspartate receptors. Alcohol Clin Exp Res. 2006 Mar;30(3):523-30

Smothers CT, Woodward JJ. Deletion of the N-terminal domain alters the ethanol
inhibition of N-methyl-D-aspartate receptors in a subunit-dependent manner. Alcohol Clin

Exp Res. 2013 Nov;37(11):1882-90.

Snell LD, Tabakoff B, Hoffman PL. Radioligand binding to the N-methyl-D-aspartate
receptotr/ionophote complex: alterations by ethanol in vitro and by chronic in vivo ethanol

ingestion. Brain Res 1993; 602: 91-98.

Snell LD, Nunley KR, Lickteig RL, Browning MD, Tabakoff B, Hoffman PL. Regional and
subunit specific changes in NMDA receptor mRNA and immunoreactivity in mouse brain

following chronic ethanol ingestion. Brain Res Mol Brain Res 1996; 40: 71-78.

Snell LD, Claffey DJ, Ruth JA, Valenzuela CF, Cardoso R, Wang Z, Levinson SR, Sather
WA, Williamson AV, Ingersoll NC, Ovchinnikova L, Bhave SV, Hoffman PL, Tabakoff B.
Novel structure having antagonist actions at both the glycine site of the N-methyl-D-
aspartate receptor and neuronal voltage-sensitive sodium channels: biochemical,
electrophysiological, and behavioural characterization. | Pharmacol Exp Ther 2000; 292:
215-227.

Starkman BG, Sakharkar A, Pandy SC. Epigenetics-Beyond the genome in alcoholism.
Alcohol Res 2012; 34: 325-337.

Stephenson FA. Structure and trafficking of NMDA and GABAA receptors. Biochem Soc
Trans 20006; 34: 877-881.

Pagina

182


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16499494

Stromberg MF, Volpicelli JR, O’Brien CP, Mackler SA. The NMDA receptor partial
agonist, 1-aminocyclopropanecarboxylic acid (ACPC), reduces ethanol consumption in the

rat. Pharmacol Biochem Behav 1999; 64: 585-590.

Szabo G, Tabakoff B, Hoffman PL. The NMDA receptor antagonist dizocilpine
differentially affects environment-dependent and environment-independent ethanol

tolerance. Psychopharmacology (Berl) 1994; 113: 511-517.

Tabakoff B, Hoffman PL. Ethanol and glutamate receptors. In “Pharmacological effects of
ethanol on the nervous system”, RA Deitrich and VG Erwin eds. CRC Press, Boca Raton.

1996: 73-93.

Tabakoft B, Bhave SV, Hoffman PL. Selective breeding, quantitative trait locus analysis

and gene arrays identify candidate genes for complex drug-related behaviors. ] Neurosci

2003; 23: 4491-4498.

Tang YP, Shimizu E, Dube GR, Rampon C, Kerchner GA, Zhuo M, Liu G, Tsien JZ.

Genetic enhancement of learning and memory in mice. Nature 1999; 401: 63-69.

Tang YP, Wang H, Feng R, Kyin M, Tsien J. Differential effects of enrichment of learning
and memory function in NR2B transgenic mice. Nature 2001; 401: 63-69.

Thomas MP, Monaghan DT, Morrisett RA. Evidence for a causative role of N-methyl-D-
aspartate receptors in an zz vitro model of alcohol withdrawal hyperexcitability. ] Pharmacol

Exp Ther. 1998;287:87

Thompson AD, Ryle PR, Shaw GK. Ethanol, thiamine and brain damage. Alcohol
Alcoholism 1983; 18: 27-43.

Tingley WG, Roche KW, Thompson AK, Hunganir RL. Regulation of NMDA receptor
phosphorylation by alternative splicing of the C-terminal domain. Nature 1993; 364: 70-73.

Tingley WG, Ehlers MD, Kameyama K, Doherty C, Ptak JB, Riley CT, Huganir RL.

Characterization of protein kinase A and protein kinase C phosphorylation of the N-

Pagina

183



methyl-D-aspartate receptor NR1 subunit using phosphorylation site-specific antibodies. J
Biol Chem 1997; 272: 5157-5166.

Tokuda K, Zorumski CF, Izumi Y. Modulation of hippocampal long-term potentiation by

slow increases in ethanol concentration. Neuroscience. 2007;146:340.

Torvik A, Lindboe CF, Rodge S. Brain lesions in alcoholcs: a neuropathological study with
clinical correlations. | Neurol Sci 1982; 56: 233-248.

Traynelis SF, Hartley M, Heinemann SF. Control of proton sensitivity of the NMDA
receptor by RNA  splicing and polyamines. Science. 1995;  268:873-6.

Tremwel MF, Anderson KJ, Hunter BE. Stability of [3H]MK-801 binding sites following
chronic ethanol consumption. Alcohol Clin Exp Res 1994; 18: 1004-1008.

Trevisan L, Fitzgerald LW, Brose N, Gasic GP, Heinemann SF, Duman RS, Nestler EJ.
Chronic ingestion of ethanol up-regulates NMDARI receptor subunit immunoreactivity in

rat hippocampus. ] Neurochem 1994; 62: 1635-1638.

Tsai G, Coyle JT. The role of glutamatergic neurotransmission in the pathophysiology of

alcoholism. Annu Rev Med.1998;49:173.

Turner TJ], Adams ME, Dunlap K. Calcium channels coupled to glutamate release. Science

1992; 258: 310-313.

Turrigiano GG. AMPA receptors unbound: membrane cycling and synaptic plasticity.
Neuron 2000; 26: 5-8.

Urbano-Marquez A, Estruch R, Navarro-Loépez F, Grau JM, Mont L, Rubin E. The effects
of alcoholism on skeletal and cardiac muscle. N Engl ] Med 1989; 320: 409-415.

Urbano-Marquez A, Estruch R. Enfermedades neuromusculares producidas por el alcohol.

MTA Medicina Interna 1987; 5: 581-612.

Pagina

184



Vengeliene V, Bachteler D, anysz W, Spanagel R. The role of the NMDA receptor in

alcohol relapse: a pharmacological mapping study using the alcohol deprivation effect.

Neuropharmacology 2005; 48(6): 822-829.

Vetreno RP, Hall JM, Savage LM. Alcohol-related amnesia and dementia: animal models
have revealed the contributions of different etiological factors on neuropathology,
neurochemical dysfunction and cognitive impairment. Neurobiol Learn Mem 2011; 96(4):

596-608.

Vicini S, Wang JF, Li JH, Zhu W], Wang YH, Luo JH, Wolfe BB, Grayson DR. Functional
and pharmacological differences between recombinant N-methyl-D-aspartate receptors. |

Neurophysiol 1998; 79: 555-566.

Victor M, Adams RD, Mancall EL. A restricted form of cerebellar cortical degeneration

occurring in alcoholic patients. Arch Neurol 1959; 1: 579-588.
Victor M, Adams RD, Collins GH. The Wernicke-Korsakoff syndrome and related
neurologic disorders due to alcoholism and malnutrition. Contemporary neurology series.

Vol 3. FA. Davis, Philadelphia 1989.

Villalta J, Estruch R, Antanez E, Valls |, Urbano-Marquez A. Vagal neuropathy in chronic
alcoholics: Relation to etanol consumption. Alcohol Alcoholism 1989; 24: 421-428.

Villarroel A, Burnashev N, Sakmann B. Dimension of the narrow portion of a recombinant

NMDA receptor channel. Biophys. J. 1995; 68: 866-875.

Wang J, et al. Ethanol induces long-term facilitation of NR2B-NMDAR activity in the

dorsal striatum: implications for alcohol drinking behavior. ] Neurosci. 2007;27:3593.

Watanabe M, Inoue Y, Sakimura K, Mishina M. Developmental changes in distribution of

NMDA receptor channel subunit mRNAs. Neuroreport 1992; 3: 1138-1140.

Pagina

185



Watkins JC, Krogsgaard-Larsen, Honoré T. Structure-activity relation-ships in the

development of excitatory amino acid receptor agonists and competitive antagonists.

Trends Pharmacol Sci 1990; 11: 25-33.

Weiss F, Lorang MT, Bloom FE, Koob GF. Oral alcohol self-administration stimulates

dopamine release in the rat nucleus accumbens: genetic and motivational determinants. |

Pharmacol Exp Ther 1993; 267: 250-258.

Weiss SW, Albers DS, Iadarola MJ, Dawson TM, Dawson VL, Standaert DG. NMDARI1
glutamate receptor subunit isoforms in neostriatal, neocortical, and hippocampal nitric

oxide synthase neurons. ] Neurosci 1998; 18 (5): 1725-1734.

Welch KMA, Barkley GL, Tepley N, Ramadan NM. Central neurogenic mechanisms of
migraine. Neurology 1993; 43 Supl 3: 21-25.

Wernicke C, Samochowiec J, Schmidt LG, Winterer G, Smolka M, Kucharska-Mazur
J, Horodnicki J, Gallinat J, Rommelspacher H. Polymorphisms in the N-methyl-D-

aspartate receptor 1 and 2B subunits are associated with alcoholism-related traits. Biol

Psychiatry 2003; Nov 54(9):922-8.

White AM, Matthews DB, Best PJ. Ethanol, memory, and hippocampal function: a review
of recent findings.Hippocampus. 2000;10:88.

Whittington MA, Lambert JD, Little HJ. Increased NMDA receptor and calcium channel
activity underlying ethanol withdrawal hyperexcitability. Alcohol Alcohol 1995; 30: 105-
114.

Willetts J, Balster RL, Leander JD. The behavioural pharmacology of NMDA receptor
antagonists. Trends Pharmacological Sci 1990; 11: 423-428.

Winkler A, Mahal B, Kiianmaa K, Zieglgansberger W, Spanagel R. Effects of chronic

alcohol consumption on the expression of different NR1 splice variants in the brain of AA

and ANA lines of rats. Brain Res Mol Brain Res 1999; 72: 166-175.

Pagina

186


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wernicke%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14573320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Samochowiec%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14573320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schmidt%20LG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14573320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Winterer%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14573320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smolka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14573320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kucharska-Mazur%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14573320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kucharska-Mazur%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14573320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horodnicki%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14573320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gallinat%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14573320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rommelspacher%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14573320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14573320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14573320

Wirkner K, Poelchen W, Koles I, Muhlberg K. Ethanol-induced inhibition of NMD-
receptor channels. Neurochem Int 1999;35: 153-162.

Wolf ME. LTP may trigger addiction. Molecular interventions 2003; 3(5): 248-52.

Wollmuth LP, Kuner T, Seebrug PH, Sakmann B. Differential contribution of the NR1-
and NR2A-subunits to the selectivity filter of recombinant NMDA receptor channel. J.

Physiol. (Lond.) 1996; 491: 779-797.

Wright JM, Peoples RW, Weight FF. Single-channel and whole-cell analysis of ethanol
inhibition of NMDA-activated currents in cultured mouse cortical and hippocampal

neurons. Brain Res 1996; 738: 249-256.

Wu PH, Tabakoff B, Szabo G, Hoffman PL. Chronic ethanol exposure results in increased
acute functional tolerance in selected lines of HAFT and LAFT mice. Psychopharmacology

(Berl) 2001; 155: 405-412.

Yang X, Crsiwell HE, Simson P, Moy S, Breese GR. Evidence for a selective effect of
ethanol on N-methyl-D-aspartate responses: ethanol affects a sbtype of the ifenprodil-

sensitive N-methyl-D-aspartate receptors. | Pharmacol Exp 1996; 278: 114-124.

Yu M, Smothers CT, Trudell J, Woodward JJ. Ethanol inhibition of constitutively open N-
methyl-D-aspartate receptors. ] Pharmacol Exp Ther. 2012 Jan;340(1):218-26.

Zhang S, Edelmann I, Liu J, Crandall JE, Morabito MA. Cdk5 Regulates the
Phosphorylation of Tyrosine 1472 NR2B and the Surface Expression of NMDA
Receptors. ] Neurosci 2008 28(2):415-24.

Zukin RS, Bennett MV. Alternatively spliced isoforms of the NMDART1 receptor subunit.
Trends Neurosci 1995; 18(7): 306-313.

Pagina

187


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22005043

	EBVB_CUBIERTA
	TESI sencera

