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Resumen

Introduccion

La presente Tesis Doctoral consiste en el estudio de los efectos producidos por
el consumo intensivo y repetido de etanol sobre la barrera hematoenceféalica
(BHE) en ratones adultos jovenes y la implicacion del receptor Toll-like 4
(TLRA4).

La BHE puede definirse como una propiedad funcional de los vasos
sanguineos que limita de manera selectiva el intercambio de iones y moléculas
organicas entre el plasma sanguineo y el liquido intersticial cerebral regulando
de esta manera la concentracion de los compuestos endégenos y exdgenos
asegurando la homeostasis cerebral e impidiendo el ingreso de sustancias
toxicas en el cerebro. La unidad funcional de la BHE es la unidad
neurovascular, formada por matriz extracelular, células endoteliales, pericitos,
astrocitos, microglia y neuronas. Las células endoteliales de la BHE estan
unidas a través de uniones estrechas que eliminan de manera eficaz el
transporte paracelular y constituyen la pared de los capilares cerebrales. Todos
los tipos de transporte existentes son casi exclusivamente transcelulares y
pueden realizarse por varias rutas, difusion pasiva, a través de los
trasportadores ABC o SCL. Las células endoteliales interaccionan con los
pericitos que son los que le proporcionan estabilidad mecanica y estan
rodeados por la lamina basal, una matriz extracelular que proporciona soporte
fisico a las células endoteliales y a los pericitos y que estd compuesta por
laminina, fibronectina, colageno tipo IV y proteoglicanos. Las células
endoteliales interaccionan también con los pies astrocitarios que abrazan los
capilares y son fundamentales en la estructura de la unidad neurovascular. La
lamina basal ayuda la formacion de las uniones estrechas y su alteracion esté
asociada con el aumento de permeabilidad de la BHE. Entre los factores que
degradan la BHE estan las enzimas metaloproteinasas y en particular, se ha
observado como en una gran variedad de patologias hay un aumento de las
gelatinasas MMP-9, MMP-2 y de la stromielosina MMP-3, aumentos que
conducen a una mayor permeabilidad de la BHE. Por otro lado hay otras

enzimas proteoliticas que degradan la barrera entre las cuales se encuentra la
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plasmina, una o serin proteasa que degrada los componentes de la matriz
extracelular directamente o a través de la activacion de algunas MMPs. La
plasmina deriva del plasmindégeno que se convierte en plasmina mediante la
intervencion de sus activadores como el activador tisular del plasminégeno (t-
PA) y el activador del plasmindgeno de tipo urocinasa (u-PA).

El etanol es el principal componente de las bebidas alcohdlicas. Es la droga
mas antigua y su facil reperibilidad y su bajo precio hacen que sea la droga
mas consumida en Espafia, Europa y Estados Unidos. La Organizacion
Mundial de la Salud ha evidenciado una disminucion de la edad de primer
consumo de esta droga hasta los 12-13 afios e informa que el consumo en
adolescentes de 18 afios es equiparable o incluso supera el consumo en
adultos. En la adolescencia el consumo de etanol es intensivo y mayormente
concentrado en algunos dias de la semana. Este tipo de consumo elevado
concentrado en un reducido periodo de tiempo da lugar a un patron de
consumo intensivo denominado en inglés “binge drinking”. El procedimiento
Drinking in the Dark (DID) esta aceptado como modelo animal de binge drinking
ya que induce a los animales a beber la cantidad necesaria de etanol para
lograr concentraciones plasmaticas de, al menos, 100 mg/dl. Este protocolo se
realiza en ciclo invertido de luz (12 horas) manteniendo a los animales en
jaulas individuales. Tres horas después del comienzo del ciclo de oscuridad el
agua se sustituye por etanol realizandose este procedimiento durante 4 dias
consecutivos, los primeros tres dias la exposicion se mantiene durante 2 horas
y el cuarto dia se amplia a 4 horas. Estos 4 dias son los que constituyen un
ciclo de consumo. El etanol afecta las funciones cognitivas induciendo dafos
dosis-dependientes y el hipocampo juega un papel importante en estas
funciones siendo fundamental en la formacion de los recuerdos temporales y
de contexto (memoria episédica). EI consumo cronico de etanol induce
neuroinflamacion y neurodegeneracion, procesos en los que intervienen
productos oxidativos y nitroxidativos que se generan en su metabolismo y que
causan dafio neuronales y en la BHE aumentando la migracion de agentes
toxicos y de células inmunes desde el torrente sanguineo. El abuso de alcohol
contribuye a la aparicion de enfermedades neurodegenerativas y altera la BHE
aumentando su permeabilidad, a través de la de accién sobre las uniones

estrechas y sobre las enzimas fundamentales para su remodelacién como las
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MMPs. Recientes estudios en cultivos han demostrado también la capacidad
del etanol de inducir cambios en el sistema t-PA-plasmina.

Los procesos a través de los cuales el etanol induce dafio cerebral no estan
claros, pero se ha demostrado que el TLR4 juega un papel importante. Los
receptores toll-like reconocen patrones moleculares (entre ellos, la proteina de
alta movilidad Box1, HMGB1) y son capaces de reconocer estructuras tipicas
de patdgenos; por esto estan implicados en la inmunidad innata. Hasta ahora
se han descrito trece diferentes tipos de receptores en humanos y en ratones.
Los TLR se expresan en las células gliales y recientes estudios han
demostrado la expresion de algunos de ellos en neuronas. La via de
sefalizacion intracelular de los TLR es compleja y puede ser dependiente o
independiente de la proteina adaptadora mieloide 88 (factor de diferenciacion
mieloide 88, MyD88). Tanto la via MyD88 dependiente como la via MyD88
independiente inducen la secrecion de proteinas proinflamatorias (citoquinas,
enzimas metabdlicos) a través de factores de transcripcion comunes como AP-
1 y NF-«xB. La via MyD88 dependiente induce la fosforilacion de las MAPK
(ERK, JNK y p38) y promueve la translocacion al nucleo de AP-1. AP-1 es un
factor de trascripcion implicado en funciones celulares fundamentales como la
supervivencia celular y la apoptosis mediante fosforilacion de sus subunidades
que suelen ser formadas por el heterodimero c-Jun/c-Fos. La activacion de los
TLR en el SNC participa en los procesos neuropatologicos Yy
neurodegenerativos. La administracion crénica de etanol activa los TLR y sus

vias de sefializacién induciendo neuroinflamacion y degeneracion neuronal.

Hipotesis

En base a estos antecedentes parece razonable pensar que el consumo
intensivo de alcohol utilizando el paradigma DID en ratones produzca
modificaciones en la lamina basal de la barrera hematoencefalica mediante el
aumento de actividad de enzimas proteoliticas como las metaloproteinasas y la
plasmina y que estos cambios impliquen la activacion del TLR4 y su via de

sefalizacion.
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Material y métodos

Para el desarrollo de esta Tesis Doctoral se utilizaron ratones macho C57BL/6J
de un peso inicial de 20-25 gramos, ratones silvestres (Wild-type, WT) de la
cepa C57BL/6 y ratones TLR4 Knockout (TLR4-KO) mutantes con un fondo
genético C57BL/6. Todos se sometieron al paradigma DID, aceptado como
modelo animal de binge drinking. El ciclo de consumo se repitid durante 4
semanas Yy entre cada ciclo se dejaron 3 dias de descanso. Tanto después de
un ciclo de exposicién a etano, como después de 4 ciclos los animales se
sacrificaron inmediatamente después haber retirado el etanol o a las 24 horas.
Los estudios se efectuaron en el hipocampo siendo este area muy susceptible
al dafio causado por etanol y muy importante en procesos como memoria y
aprendizaje, funciones que son afectadas por el consumo de etanol segun la
dosis. Todas las determinaciones en esta Tesis Doctoral se realizaron en
hipocampo y, siempre que fue posible, se analizaron por separado tres de las
distintas zonas que lo componen, giro dentado, CA1 y CA3. Las técnicas que
se utilizaron para medir la expresion de proteinas fueron inmunohistoquimica y
Western blot, para determinar activacion glial se utiliz6 inmunohistoquimica,
para cuantificar la actividad de MMPs y t-PA se utilizé zimografia en gel y
finalmente para evaluar la muerte neuronal se utilizé6 inmunotincién con Fluro-
Jade.

Resultados

El consumo de etanol en animales sometidos a un ciclo de DID fue constante
durante los 3 primeros dias aumentando en el 4° dia de acuerdo con las horas
de exposicion. Este patrén se repitid en los 3 ciclos sucesivos. Asi en el primer
ciclo los animales consumieron 2.74+0.18 g/kg los dias de dos horas de
exposicion y 6.42+0.92 g/kg el 4° dia de exposicion. En los ciclos sucesivos la
media en los 3 ciclos de consumo fue de 2.42+0.08 g/kg los dias de dos horas
de exposicion y 5.99+0.20 g/kg el 4° dia de exposicion. La concentracion
plasmatica de etanol alcanzada fue 135.2+16.0 mg/dl y no observamos ningun
cambio en la temperatura rectal de los animales. Los animales no modificaron

la ingesta de comida durante los 4 ciclos de tratamiento ni se observaron
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diferencias significativas en la ganancia de peso entre los los animales
expuestos a etanol y los animales controles.

Se estudio en primer lugar la permeabilidad de la BHE en las distintas zonas
del hipocampo mediante la determinacion inmunohistoquimica de la
extravasacion de inmunoglobulina G (IgG) al parénquima cerebral. Un aumento
de la inmunorreactividad de esta proteina, que habitualmente no se encuentra
en el parénquima cerebral, indica un aumento en la permeabilidad de la BHE.
Los animales se expusieron a 1 ciclo o a 4 ciclos de DID y se sacrificaron
inmediatamente después de retirar el etanol el dltimo dia del ciclo o 24h mas
tarde. El etanol aumento la extravasacion de IgG después de un ciclo en las
tres zonas del hipocampo inmediatamente después de finalizar el consumo
(160.6% en giro dentado, 66% en CAly 151.5% en CA3) y a las 24h (137.9%
en giro dentado, 179.4% en CAly 124.2% en CA3) y de igual manera después
de 4 ciclos inmediatamente después de finalizar el consumo (201.6% en giro
dentado, 66.1% en CAl y 166.3% en CA3) y a las 24h (326.1% en giro
dentado, 179.4% en CAl y 128.8% en CA3) reflelando un aumento de
permeabilidad de la BHE. En base a estos resultados se procedi6 a analizar la
expresion de las principales proteinas que componen la lamina basal, la
laminina y el colageno IV. Se observaron cambios en la expresion de laminina
después de 4 ciclos en CAl (28.7% inmediatamente después de finalizar el
consumo y 38.6% a las 24h) y CA3 (27.8% inmediatamente después de
finalizar el consumo y 39.4% a las 24h) y de colageno IV después de un ciclo
inmediatamente después de haber retirado el etanol (66.6% en CAly 42.3%
en CA3) y a las 24h (56.4% en giro dentado, 65.2% en CAly 76.1% en CA3) y
después de 4 ciclos inmediatamente después de finalizar el consumo (41.4%
en giro dentado, 46.9% en CAl1y 47.1% en CA3) y a las 24h (56.6% en giro
dentado, 68.8% en CAly 61.7% en CA3).

Teniendo en cuenta los cambios observados en las proteinas de la lamina
basal se evalu6 la actividad de las enzimas proteoliticas que podrian ser
responsables de la degradacion de estas proteinas. Se observé tanto después
de un ciclo como después de 4 ciclos una disminucion de la actividad de MMP-
9 (para 1 ciclo: 34.5% inmediatamente después de finalizar el consumo y
20.9% a las 24h; y para 4 ciclos: 20.7% inmediatamente después de finalizar el

consumo y 28.1% a las 24h) sin observar ningin cambio en la expresién de
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MMP-2. A continuacion se determino la actividad enzimatica de MMP-3
observandose un aumento en la actividad después de 4 ciclos de consumo,
inmediatamente después de retirar el etanol (38.9%) y a las 24h (31.3%). De
igual manera aumento la expresion (51.2% al tiempo Oh 'y 41.8% a las 24h) y la
actividad enzimatica (93.7% al tiempo Oh y 52.2% a las 24h) de t-PA. En
conjunto, estos resultados indican que MMP-9 y MMP-2 no parecen estar
implicados en la disminucion de la expresién de laminina y colageno IV y que
los cambios en la expresion de las proteinas que forman la lamina basal se
correlacionan en el tiempo con el aumento de la actividad enzimatica de MMP-
3y el aumento de expresidn y actividad enzimética de t-PA.

Ademas, se analizd la respuesta glial en los animales sometidos a etanol
durante 1 ciclo y durante 4 ciclos. Se observo un aumento de la activacion glial
a las 24h después de finalizar la exposicién a 4 ciclos de etanol que se refleja
por un aumento en la inmunoreactividad de GFAP (14.7% en giro dentado,
15.7% en CAly 16.9% en CA3) y de S100B (11.1% en giro dentado, 12.2% en
CAl y 10.5% en CA3). En cambio no se observan modificaciones en la
inmunotincion de Iba-1, marcador de actividad microglial.

Utilizando la tinciébn con Fluoro-Jade, un fluorocromo que proporciona un
marcaje especifico de muerte neuronal, observamos un aumento en la
inmunoreactividad en el giro dentado después de 4 ciclos de DID
inmediatamente después de haber retirado el etanol (113.8%) y 24h mas tarde
(164.4%).

Estudios recientes indican la implicacion de los receptores Toll-like, en concreto
TLR4, en procesos de neuroinflamacién y neurodegeneracion. En el hipocampo
de ratones sometidos al paradigma DID, se observd un aumento en la
expresion de este receptor inmediatamente después de finalizar el consumo
(23%) y a las 24h (22.9%) y un aumento en la expresion de algunas proteinas
implicadas en su activacion, la HMGBL1, proteina ligando del TLR4 y de MyD88,
proteina adaptadora especifica de TLRs. La expresion de HMGB1 esta
aumentada después de 4 ciclos inmediatamente después de haber retirado el
etanol (23.4%) y a las 24h (24.2%). Resultados similares se obtuvieron
respecto a la expresion de MyD88, un aumento inmediatamente después de
finalizar el consumo (26.5%) y a las 24h (24.4%). Vistos los efectos sobre la

expresion de TLR4, HMGB1 y MyD88 y sobre la muerte neuronal, se analizé la
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expresion de las MAPK. Los resultados nos indican que la exposicion a etanol
en este modelo no altera la expresion de la forma fosforilada de JNK pero si
modifica la expresion de las formas fosforiladas de p-38 (p-p38) y de ERK1/2
(p-ERK). La expresion de p-p38 aumenta 24h después de 4 ciclos (17.2%)
mientras que la expresion de p-ERK aumenta inmediatamente después de
retirar el etanol (32.7%) y a las 24h (30.1%). Teniendo en cuenta que el
aumento en p-ERK es mayor y ocurre a ambos tiempos se analizo la subunidad
c-fos de la proteina AP-1 activada directamente por esta MAPK. Se observo un
aumento en la expresion de este factor de transcripcion inmediatamente
después de finalizar el consumo (40.7%) y a las 24h (26.9%).

Para estudiar la implicacion del receptor TLR en los cambios producidos por
etanol sobre la permeabilidad de la BHE, la actividad astroglial y la muerte
neuronal, se repitieron algunos protocolos experimentales en ratones TLR4
Knockout (TLR4-KO). Los animales TLR4-KO consumieron cantidades de
etanol similares a aquellas consumidas por los ratones WT durante los 4 ciclos
de DID a los que fueron expuestos aumentando el consumo el 4° dia de cada
ciclo debido al aumento de las horas de exposicion. Ambos grupos de ratones
se sacrificaron 24h después de haber retirado el etanol. En los animales WT se
observé un aumento en la expresion de S100B (27.1% en giro dentado, 17.1%
en CAly 24.5% en CA3), efecto que no fue observado en los animales TLR4-
KO. De forma similar, los animales TLR4-KO no mostraron disminucién en la
expresion de laminina ni de colageno IV ni incremento en la extravasacion de
IgG, cambios que si se observaron en ratones WT (laminina: 29.3% en CAl y
41.7 en CA3; colageno IV: 42.7% en giro dentado, 54.4 en CA1 y 55.2 en CA3;
IgG: 346.4% en giro dentado, 146.6 en CAl y 312.6 en CA3). Ademas, la
exposicién a etanol produjo muerte neuronal en giro dentado (84%) y en CA3
(71.5%) en los animales WT, respuesta que no se observd en los animales
TLR4-KO.

Conclusiones

El consumo intensivo y repetido de etanol mediante el procedimiento DID
produce un aumento en la permeabilidad de la BHE que se asocia de manera
temporal con una disminucion de la expresion de laminina y sobre todo de

colageno IV, efectos que resultan mas evidentes en CA1 y CA3 y que no estan
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relacionados con un aumento en la actividad de MMP-9 y MMP-2. En cambio,
las alteraciones en la BHE parecen estar asociadas a una mayor actividad
enziméatica de MMP-3 de t-PA. El consumo intensivo y repetido de etanol
induce activacion astroglial y muerte neuronal y un aumento en la sefializacion
de TLRA4.

Los cambios inducidos por etanol sobre la permeabilidad de la BHE, respuesta
glial y muerte neuronal, implican la sefalizacion de TLR4 ya que no se

observan en ausencia de este receptor.
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Summary

Introduction

The current Ph.D. thesis studies to effects of intensive and repeated ethanol
consumption on the blood-brain barrier (BBB) in young adult mice and the

involvement of the Toll-like receptor 4 (TLR4) in these effects.

The BBB can be defined as a functional property of brain blood vessels which
selectively limits the exchange of ions and organic molecules between blood
plasma and cerebral intersticial fluid so regulating the concentration of
endogenous and exogenous and thus ensuring brain homeostasis and
preventing the entry of toxic substances into the brain. Transport in the brain is
exclusively transcellular and can involve various different routes such as
passive diffusion or by means of the ABC or SCL transporters. The functional
unit of the BBB is the neurovascular unit which is composed of the extracellular
matrix, endothelial cells, pericytes, astrocytes, microglia and neurons. The
endothelial cells of the BHE, which constitute the walls of brain capillaries, are
joined together by tight junctions that eliminate paracellular transport in an
effective manner. These cells interact with the pericytes which are the cells
which provide mechanical stability and both are surrounded by the basal
lamina, an extracellular matrix which provides physical support, which is
composed of laminin, fibronectin, collagen type IV and proteoglycans. The
endothelial cells also interact with the astrocytic feet that surround the
capillaries and are fundamental in the structure of the neurovascular unit. The
basal lamina improves the tight junctions and alterations in it are associated
with an increase in the permeability of the BBB. Among the factors that degrade
the BBB are the metalloproteinase enzymes and specifically in a large number
of pathologies the gelatinases MMP-9, MMP-2 and the stromelysin MMP-3 are
increased leading to greater permeability of the BBB. Additionally, there are
other proteolytic enzymes which degrade the barrier such as plasmin, a serine
protease which degrades components of the extracellular matrix either directly

or through the activation of some MMPs. Plasmin is formed from plasminogen
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due to the action of various types of activators such as tissue plasminogen

activator (t-PA) or urokinase-type plasminogen activator (u-PA).

Ethanol is the principal component of alcoholic drinks. It is the oldest drug of
abuse and the ease with which it can be produced and its low cost contribute to
it being the most consumed drug in Spain, Europe and the United States. The
World Health Organization has detected a fall in the age of first consumption of
the drug to between 12 and 13 years of age and has reported that 18-year old
adolescents consume as much as or even more than adults. During
adolescence consumption of alcohol is usually intense and mostly concentrated
in a few days. This type of elevated intake concentrated in a reduced period of
time leads to a pattern of intensive consumption termed binge drinking. The
procedure of Drinking in the Dark (DID) is accepted as a model of bringe
drinking since it induces animals to drink the amounts of ethanol necessary to
reach plasmatic concentrations of at least 100mg/dl. The protocol is carried out
with singly-housed animals in reversed cycle lighting (12h). Three hours after
the start of the dark cycle their drinking water is replaced by ethanol on each of
4 consecutive days; the first three days the exposure time is 2h and on the 4™
day the exposure time is extended to 4h. The 4 days constitute a cycle of
consumption. Ethanol affects cognitive functions producing dose-dependent
damage and the hippocampus plays an important role in these functions and is
fundamental in the formation of temporal and contextual memories (episodic
memory). Chronic consumption of ethanol induces neuroinflammation and
neurodegeneration, processes involving oxidative and nitrosative products
derived from its metabolism which damage neurones and the BBB, leading to
an increase in the migration of toxic agents and immune cells from the blood
across the BBB. The abuse of alcohol contributes to the development of
neurodegenerative diseases and alters the BBB increasing its permeability
through its action on tight junctions and on the enzymes that are fundamental in
its remodeling like MMPs. Recent studies in cell culture have demonstrated the

capacity of ethanol to produce changes in the t-PA-plasmin system.

The mechanisms involved in ethanol-induced damage are not completely clear
but it has been shown that the TLR4 plays and important role. Toll-like
receptors recognize molecular patterns (among them the High Mobility Group
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Box 1 protein, HMGB1) and are capable of recognizing typical structures of
pathogens and are thus involved in innate immunity. To date 13 different types
of receptors have been described in humans and in mice. TLR are expressed in
glial cells and recent studies have located some of these receptors in neurons.
The intracellular signalling of these receptors is complex and can be either
dependent or independent of the myeloid differentiation primary response
protein 88 (MyD88). Both pathways lead to the secretion of proinflammatory
proteins (cytokines, metabolic enzymes) through common transcription factors
such as AP-1 and NF-«xB. The MyD88-dependent pathway induces the
phosphorylation of MAPK (ERK, JNK and p38) and provokes the translocation
of AP-1 to the nucleus. AP-1 is a transcription factor implicated in fundamental
cell functions such as cell survival and apoptosis, through the phosphorylation
of its subunits which are normally composed of the heterodimer c-Jun/c-Fos.
The activation of TLR in the CNS participates in neuropathological and
neurodegenerative processes. Chronic administration of ethanol activates TLRs
and their signalling pathways inducing neuroinflammation and

neurodegeneration.

Hypothesis

Based on the abovementioned evidence it is reasonable to suggest that the
intensive consumption of ethanol using the DID paradigm in mice might induce
modifications in the basal lamina of the BBB through an increase in the activity
of proteolytic enzymes such as metalloproteinases and plasmin and that these

changes might involve the activation of TLR4 and its signalling pathway.

Materials and methods

In this PhD thesis we used male C57BL/6J mice initially weighing 20-25 g, wild-
type mice (WT) of the C57BL/6 strain and TLR4 Knockout mice (TLR4-KO) with
a C57BL/6J genetic background. All animals were subjected to the DID
paradigm, which is accepted as an animal model of binge drinking. The cycle of

consumption was repeated for 4 weeks with a 3-day rest between cycles. For
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both 1 cycle of exposure to ethanol and 4 cycles of exposure the mice were
killed either immediately after removing the alcohol on the 4™ day or 24h later.
The studies were carried out in the hippocampus since this area is highly
susceptible to ethanol-induced damage and is very important in memory and
learning processes which are altered by ethanol consumption. All the
parameters studied in this PhD thesis were determined in the hippocampus and
whenever possible the dentate gyrus, CA1 and CA3 were studied separately.
Protein expression studies were carried out using immunohistochemistry and
Western blot, for the determination of glial cell activation the technique used
was immunohistochemistry, MMP and t-PA activity were determined by gel
zymography. Finally, neuronal death was determined using the Fluoro-Jade

staining technique.

Results

Ethanol consumption in mice subjected to 1 cycle of DID was constant for the
first three days and increased on the 4™ day in accordance with the number of
hours of exposure to the drug. The pattern repeated itself in the 3 successive
cycles. Thus in the first cycle animals consumed 2.74+0.18 g/kg of ethanol on
the days on which they were subjected to 2h of ethanol exposure and 6.42+0.92
g/kg on the 4™ day of the cycle. In the following cycles the mice consumed
2.42+0.08 g/kg on the days of 2h exposure and 5.99+0.20 g/kg on the 4™ day.
The plasma concentration reached was 135.2+16.0 mg/dl and ethanol
consumption did not modify the rectal temperature of the animals. In addition,
mice did not alter their food consumption during the 4 cycles and no differences
in weight gain were observed between control animals and those exposed to

ethanol.

The permeability of the BBB was evaluated in different sections of the
hippocampus by immunohistochemical determination of the extravasation of
immunoglobulin G (IgG) to the brain parenchyma. An increase in the
immunoreactivity to this protein, which is generally not found in the brain
parenchyma, is indicative of an increase in BBB permeability. The animals were
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subjected to 1 cycle or 4 cycles of DID and killed either immediately after
removing the ethanol on the last day of the cycle or 24h later. Ethanol increased
IgG extravasation following 1 cycle of exposure in the three brain areas
immediately after withdrawal (160.6% in dentate gyrus, 66% in CAl and
151.5% in CA3) and 24h later (137.9% in dentate gyrus, 179.4% in CAl and
124.2% in CA3) and similar effects were observed after exposure to 4 cycles
immediately after withdrawal (201.6% in dentate gyrus, 66.1% in CAl1 and
166.3% in CA3) and 24h later (326.1% in dentate gyrus, 179,4% in CAl and
128,8% in CAS3) reflecting an increase in BBB permeability. Based on these
results we next analyzed the expression of the principal proteins which form the
basal lamina, laminin and collagen V. Following 4 cycles of exposure, ethanol
reduced laminin expression in CAl (28.7% immediately after withdrawal and
39.4% at 24h) and CA3 (27.8% immediately after withdrawal and 39.4% at
24h). Collagen expression was reduced after 1 cycle of exposure immediately
after withdrawal (66.6% in CAl and 42.3% in CA3) and 24h later (56.4% in
dentate gyrus, 65.2% in CA1 and 76.1% in CA3) and also after 4 cycles of
exposure immediately after withdrawal (41.4% in dentate gyrus, 46.9% in CAl
and 47.1% in CA3) and 24h later (56.6% in dentate gyrus, 68.8% in CA1 and
61.7% in CA3).

Considering the changes observed in the basal lamina proteins we studied the
proteolytic enzymes which might be responsible for degradation of these
proteins. Following both 1 cycle and 4 cycles of exposure and at both of the
times studied MMP-9 activity was reduced (for 1 cycle: 34.5% immediately after
withdrawal and 20.9% at 24h; for 4 cycles: 20.7% immediately after withdrawal
and 28.1% at 24h) and no change was observed in MMP-2 activity. Next, MMP-
3 enzymatic activity was determined and an increase was observed following 4
cycles of exposure both immediately after withdrawal (38.9%) and 24h later
(31.3%). Similarly, t-PA expression (51% immediately after ethanol withdrawal
and 42% at 24h) and activity (93.7% immediately after ethanol withdrawal and
52.2% at 24h) were increased. Taken together these results indicate that MMP-
9 and MMP-2 do not appear to be involved in the reduction of laminin and
collagen IV expression produced by ethanol but that the changes in the

expression of the proteins which form the basal lamina correlate in a temporal
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manner with the increase in MMP-3 activity and the increase in expression and

activity of t-PA.

Additionally, glial cell response was determined in animals subjected to 1 cycle
and 4 cycles of ethanol. There was an increase in astroglial activation 24h after
ethanol withdrawal following 4 cycles of DID reflected as an increase in GFAP
(14.7% in dentate gyrus, 15.7% in CAl and 16.9% in CA3) and S100B (11.1%
in dentate gyrus, 12.2% in CAl and 10.5% in CA3) immunoreactivity. In
contrast there was no change in the immunostaining of Iba-1, a marker of
microglial activation. Using the fluorochrome Fluoro-Jade, which is a specific
marker for neuronal death, we observed an increase in staining in the dentate
gyrus following 4 cycles of ethanol, both immediately after ethanol withdrawal
(113.8%) and 24h later (164.4%).

Recent studies indicate the involvement of Toll-like receptors and in particular of
TLR4 in neuroinflammatory and neurodegenerative processes. In the
hippocampus of mice subjected to the DID paradigm there was an increase in
the expression of the TLR4 immediately after removing the ethanol (23%) and
24h later (22.9%) and an increase in some of the proteins involved in its
activation, such as HMGB1, a TLR4 protein ligand, and MyD88, an adaptor
protein specific for TLRs. Expression of HMGBL is increased following 4 cycles
of DID both immediately after ethanol withdrawal (23.4%) and 24h later
(24.2%). Similar results were observed with the expression of MyD88, where
expression was increased immediately after ethanol withdrawal (26.5%) and
24h later (24.4%). Taking into account the effects of ethanol on the expression
of TLR4, HMGB1 and MyD88 and on neuronal death, we decided to study the
expression of several MAPK. Ethanol did not alter the expression of the
phosphorylated form of JNK but did modify the phosphorylation of p-38 (p-p-38)
and ERK 1/2 (p-ERK 1/2). The expression of p-p38 increased 24h after
exposure to 4 cycles of DID (17.2%) while the expression of p-ERK 1/2
increased immediately after removing the ethanol (32.7%) and 24h later
(30.1%). Since the increase in p-ERK is greater and occurs at both time points
we studied the subunit c-fos of the AP-1 protein which is directly activated by
this kinase. Ethanol increased the expression of this transcription factor
immediately after withdrawal (40.7%) and 24h later (26.9%).
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To study the involvement of TLR4 in the changes induced by ethanol in BBB
permeability, astroglial activation and in neuronal death we repeated the
protocol of 4 cycles of DID in TLR4 Knockout mice (TLR4-KO) and killed the
mice 24h after the removal of ethanol on the 4" day of the cycle. TLR4-KO mice
consumed similar amounts of ethanol as those consumed by WT mice during
the 4 cycles of DID and increased their consumption on the 4™ day of each
cycle in accordance with the number of hours exposed. In WT mice, ethanol
increased S100B expression (27.1% in dentate gyrus, 17.1% in CAl and 24.5%
in CA3) and this effect was not observed in TLR4-KO. Similarly, TLR4-KO mice
did not show a reduction in laminin nor in collagen IV nor an increase in IgG
extravasation, changes which were observed in WT mice (laminin: 29.3% in
CA1l and 41.7% in CAS3; collagen IV: 42.7%in dentate gyrus, 54.4% in CA1 and
55.2% in CAS3; IgG: 346.4% in dentate gyrus, 146.6% in CAl and 312.6% in
CA3). In addition, ethanol consumption increased neuronal death in the dentate
gyrus (84%) and CA3 (71.5%) in WT animals but this effect was not observed in
TLR4-KO mice.

Conclusions

Intensive and repeated consumption of ethanol following the DID protocol
produces an increase in the permeability of the BBB which shows a temporal
association with the reduction in laminin and especially with the reduction in
collagen IV which are more evidente in the CA1 and CA3. Furthermore, the
changes in these BBB parameters do not appear to be related to an increase in
MMP-9 and MMP-2 but may be related to the increase in MMP-3 and t-PA
activity. Intensive and repeated consumption of ethanol increases astroglial

activation and neuronal death and increases TLR4 signalling.

The BBB alterations, astroglial activation and neuronal death induced by
ethanol involve TLR4 signalling since they are not observed in the absence of
this receptor.
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Barrera hematoencefalica

1. Aspectos generales

La Barrera hematoencefalica (BHE) es la interfaz entre el sistema
neurovascular y el parénquima cerebral (figura 1). La BHE limita de manera
selectiva el intercambio de iones y moléculas organicas entre el plasma

sanguineo y el liquido intersticial del tejido cerebral.
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Figura 1: Barrera hematoencefalica (Francis et al., 2003)

Numerosas sustancias fisiologicas y de interés farmacoldgico, pueden
difundir facilmente a través de la pared de los capilares sanguineos de los
tejidos periféricos pero no pueden atravesar la pared de los capilares
sanguineos cerebrales. La BHE regula la concentracion de los compuestos
endogenos y exogenos en el tejido nervioso asegurando la homeostasis de

las células cerebrales y evitando el contacto tanto con sustancias
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eventualmente dafiinas como con agentes terapéuticos (Abbott, 2004). Esto
hace que mas del 98% de los compuestos de sintesis potencialmente
activos a nivel del SNC no puedan atravesar la BHE (Béduneau et al., 2007).
A pesar de que el volumen del cerebro ocupado por capilares y células
endoteliales es de 1% y 0.1% respectivamente, la microcirculacion se
extiende en un &rea de aproximadamente 20m?, superficie que, en ausencia
de la BHE permitiria a las moléculas pequenas llegar a las células cerebrales
en menos de un segundo porque se encuentran a una distancia del capilar
de menos de 20um (Pardridge, 2001).

La caracteristica principal de la BHE es la lipofilia. Dicha caracteristica
impide atravesar la BHE a las sustancias hidréfilas (iones y moléculas
polares) sin la intervencion de algin mecanismo que facilite el paso; lo cual
proporciona proteccion frente a sustancias exégenas y toxicas a la vez que
necesita mecanismos de transporte para los nutrientes hidrofilos necesarios
para garantizar el correcto funcionamiento del SNC, como los aminoacidos,
nucleotidos, péptidos y especialmente la D-glucosa que es la fuente principal
de energia del cerebro, que no atraviesan el endotelio y pasan gracias a
trasportadores de membrana especificos.

El concepto de BHE fue introducido por Paul Ehrlich (1885) cuando observé
gue los tintes solubles en agua tefiian todos los érganos del cuerpo con
excepcion del cerebro y la médula espinal. Su explicacion fue que el SNC no
tenia o tenia muy poca afinidad por los tintes solubles en agua. Afios mas
tarde, Edwin E. Goldmann (1913, discipulo de Ehrlich) demostré que cuando
se administraba un tinte azul directamente en el liquido cefalorraquideo, se
tefiia todo el SNC pero no se tenian los 6érganos periféricos. Estos estudios,
junto con los de Lewandowsky y Biedl (1898, 1900), en los que se observaba
que ciertos toxicos solo afectaban al cerebro cuando se inyectaban
directamente en el mismo, demostraron la existencia de una barrera fisica
gue separaba el SNC de la circulacion sanguinea. Pero pese a que se
conocia la existencia de la BHE, no fue hasta la llegada del microscopio
electronico, cuando fue posible correlacionarla con las células endoteliales y
capilares del cerebro y estudiar la diferente permeabilidad de los capilares
cerebrales en relacién con su estructura (Reese y Karnovsky, 1967). Reese

y colaboradores observaron que tras la inyeccion del trazador electro denso
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HRP (del inglés Horseradish Peroxidase o peroxidasa de rabano), que es
una pequefia proteina de 40kDa, ésta difundia entre las hendiduras
intercelulares del endotelio cerebral hasta llegar a las uniones estrechas
entre las células endoteliales. En los vertebrados, por tanto, estas uniones
estrechas fueron consideradas como el correlato morfolégico de la BHE.
Esta barrera permite la formacion de un ambiente extracelular alrededor de
las células del SNC (neuronas, astrocitos, pericitos) con una composicion
finamente controlada. Este fluido extracelular incluye el fluido cerebroespinal,
o liquido cefalorraquideo (LCR) y el fluido intersticial cerebral, que estan
entre los ventriculos del cerebro y los espacios cerebrales y espinales
subaracnoideos (Begley, 2004). Es importante recordar que no todo el SNC
esta protegido por la BHE como por ejemplo los 6rganos circunventriculares
(6rgano vascular de la lamina terminal en la eminencia media, 6érgano
subfornical, area postrema, neurohipdfisis y la glandula pineal) debido a que
en estas areas existen capilares fenestrados que permiten el paso de la
mayoria de las moléculas. El area con capilares fenestrados es pequefio
respecto al area total de la BHE haciendo despreciable la alta permeabilidad
de estas areas en comparacion con la capacidad del endotelio cerebral de
actuar como barrera (Begley, 1996; Osculati et al., 1995).

2. Trasporte celular en la BHE

La formacion de uniones estrechas elimina de manera eficaz el transporte
paracelular a través de la BHE (Cecchelli et al., 2007; Giacomini et al.,
2010).

El transporte transcelular puede realizarse por varias rutas como la difusion
pasiva, los transportadores ABC (del inglés ATP binding cassette), los
transportadores SLC (del inglés solute carrier), la transcitosis y la migracion
de las células mononucleares (Abbott et al., 2010; Cecchelli et al., 2007; de
Boer et al., 2003; Giacomini et al., 2010; Ohtsuki y Terasaki, 2007; Ueno,
2009).
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Figura 2: Principales rutas de transporte a través de la BHE (Abbott et al.,
2010)

Existen moléculas lipdfilas de pequefio tamafio que pueden penetrar en el
cerebro mediante difusién pasiva y otras moléculas polares, como glucosa,
aminoacidos, aniones y cationes organicos y nucleésidos que pueden
atravesar la BHE mediante transporte mediado por proteinas
transportadoras. Por otra parte, las moléculas de mayor tamafio, como
proteinas y péptidos cruzan la barrera mediante transportadores especificos
o por endocitosis. Se ha observado que el 10-15% de todas las proteinas en
la unidad neurovascular son transportadores (Enerson y Drewes, 2006).
Como resultado de este transporte regulado pueden existir grandes
diferencias en la concentracion de aminoacidos y proteinas entre sangre y
liquido cefalorraquideo, mientras que las diferencias de la concentracion de
iones son relativamente pequefias (Abbott et al., 2006).

Los transportadores ABC actlan principalmente como transportadores de
bombeo, usando energia para expulsar de manera activa moléculas téxicas
y limitar su entrada al cerebro. Los transportadores SLC en cambio captan
moléculas que son necesarias para el correcto funcionamiento del cerebro

como glucosa o aminoacidos.
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Los transportadores ABC representan un desafio en la farmacoterapia de
enfermedades del SNC puesto que restringen la entrada y la acumulacion de
los farmacos en el cerebro (Hermann y Bassetti, 2007) y parecen ser de gran
importancia en la funcién normal de érganos y tejidos ya que mutaciones en
estas proteinas pueden causar enfermedades genéticas (Albrecht et al.,
2005; Martinez-Mir et al., 1998). En el cerebro, los transportadores ABC se
expresan principalmente en las células endoteliales (Demeule et al., 2001,
Soontornmalai et al.,, 2006). La regulacion de los transportadores ABC es
muy compleja y los mecanismos moleculares que controlan su expresion
fisiologica se conocen muy poco. En el SNC se expresan varios
transportadores ABC, como Mdr-1 (también conocido como P-glicoproteina,
o ABCB1) o Mrp-1 (también conocido como ABCC1), cuya funcion seria
prevenir la captacion de compuestos téxicos y facilitar su eliminacion (Borst y
Elferink, 2002; Loscher y Potschka, 2005a). Las condiciones patolégicas del
SNC juegan un papel importante en la expresion de los transportadores
ABC, en su funcion, y en su distribucion. Asi pues, en algunas enfermedades
del SNC, se ha encontrado que los transportadores ABC se expresan en
neuronas, astrocitos, y microglia ademas de en las células endoteliales (Lee
et al., 2001; Pardridge et al., 1997; Seegers et al., 2002).

Los transportadores ABC tienen afinidad por sustratos lipdfilos y anfipaticos
como por ejemplo las toxinas bacterianas, vegetales, y fungicas, y por las
sustancias carcindgenas, por lo que, se consideran sistemas de
destoxificacion (Leslie et al., 2005). En algunos 6rganos como el cerebro o
los testiculos la funcion de los transportadores ABC es protegerlos de
compuestos toxicos. La funcion fisioldgica precisa del transportador ABCB1
no se conoce todavia, pero se sabe que protege a los Organos de
xenobibticos toéxicos. Algunos estudios mostraron que otras funciones de
este transportador podrian ser el transporte de fosfolipidos vy
glicoesfingolipidos simples de la membrana plasmatica al espacio
extracelular (Orlowski et al., 2006; Sharom et al., 2005). El transportador
ABCB1 puede contribuir también a la eliminacion del péptido hidréfobo Ap
asociado a membrana (Burk et al., 2005; Vogelgesang et al., 2004). De la
misma manera que para el ABCB1, la funcion fisiologica exacta del ABCC1

sigue sin conocerse exactamente. Se ha sugerido que podria ser un
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transportador del leucotrienos C4 (LTC,4) debido a la alta afinidad que tiene
por ellos, y a la reducida liberacion de LTC, por parte de eosinodfilos y
mastocitos en condiciones inflamatorias en ratones knock out de ABCCl1
(Wijnholds et al., 1997). También se ha sugerido que este transportador
funciona como un destoxificador celular, ya que se ha demostrado que en
animales knock out de ABCC1 el paso de sustancias de la sangre al fluido
cerebroespinal esta incrementado respecto a los animales wild type
(Wijnholds et al., 2000). Bajo condiciones patologicas, varias rutas de
sefalizacion inespecificas han sido involucradas en la regulacion de estas
proteinas. Entre ellas JNK1/2, p38, ERK 1/2, PKC, Akt, NFkB, y COX-2
regulan al alza la expresion de ABCBL1 (Bauer et al., 2007; Hartz et al., 2008;
Nwaozuzu et al., 2003; Zhou et al., 2006), mientras que p-53 regula a la baja
la expresion de ABCC1 (Wang y Beck, 1998).

3. Regulaciobn de los neurotransmisores Yy

macromoleculas.

El plasma sanguineo contiene altos niveles del aminoacido glutamato, que
es el principal neurotransmisor excitador del SNC. Estos niveles pueden
incrementar notablemente, por ejemplo tras la ingesta de comida, e inducir
situaciones perjudiciales. Si el glutamato fuera liberado de una forma
incontrolada al liquido intersticial cerebral se produciria un dafio neurotoxico,
como tiene lugar en hipoxia tras un infarto isquémico, lo cual no ocurre
debido a la BHE que separa el SNC del sistema nervioso periférico (SNP)
(Abbott et al., 2006; Bernacki et al., 2008).

La BHE también previene la entrada libre de macromoléculas en el cerebro.
El contenido proteico, de aminoacidos y de glucosa del LCR es menor que el
del plasma, y como se puede observar en la tabla 1, la composicion
individual de las proteinas, de los aminoacidos y de la glucosa es
marcadamente distinta entre los dos. Las proteinas plasmaticas como
albumina, protrombina y plasminégeno, dafian el tejido nervioso; causan
activacion de diferentes tipos celulares que pueden llevar a la apoptosis
(Gingrich et al., 2000; Gingrich y Traynelis, 2000; Nadal et al., 1995). El
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factor Xa (implicado en la conversion de pro-trombina a trombina), el
receptor de trombina PAR; y el t-PA (convierte el plasmindgeno en plasmina)
se expresan abundantemente en el cerebro. Esto implica que si aparecen en
el fluido intersticial la protrombina y el plasminégeno, son convertidos en
trombina y plasmina y pueden iniciar cascadas de sefalizacion que llevan a
activacion y division glial, fibrosis, y finalmente, la muerte celular (Gingrich y
Traynelis, 2000) Por tanto, la entrada de estas moléculas séricas de alto
peso molecular al parénquima cerebral a través de una BHE dafiada puede
tener importantes consecuencias patoldgicas.

Una de las escasas proteinas que se encuentran en mayor concentracion en
el LCR que en el plasma es la cistatina-C (tabla 1), la cual es un inhibidor de
serin-proteasas que se sintetiza en el SNC y puede ser una medida
protectora frente a micro-roturas en la BHE (Reiber, 2001). Estas micro-
roturas ocurren de manera natural y de forma continua y sin la presencia de
la cistatina-C permitirian el paso de los componentes plasmaticos al cerebro

lo que variaria su composicion interna.

Soluto Unidades Plasma LCR Ratio
Glucosa mM 5 3 0,6
Aminoacidos totales uM 2890 890 0,31
Leucina uM 109 10,1-14,9 0,10-0,14
Arginina uM 80 14,2-21,6  0,18-0,27
0,012-
Glicina uM 249 4,7-8,5 0,034
Alanina uM 330 23,2-32,7 0,07-0,1
Serina uM 149 23,5-37,8 0,16-0,25
Acido glutamico uM 83 1,79-14,7 0,02-0,18
Taurina uM 78 5,3-6,8 0,07-0,09
Proteina total mg/ml 70 0,433 0,006
Albumina mg/ml 42 0,192 0,005
lgG mg/ml 9,87 0,012 0,001
Transferrina mg/ml 2,6 0,014 0,005
Plasmindgeno mg/ml 0,7 0,000025 0,00004
Fibrindbgeno mg/ml 325 0,00275 0,000008
a2-macroglobulina mg/ml 3 0,0046 0,0015
Cistatina-C mg/ml 0,001 0,004 4

Tabla 1: : Composicion proteica, aminoacidica y de glucosa del plasma y el
LCR (Summerfield et al., 2007)
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4. Regulacion de la homeostasia idonica

La BHE no solo permite un ambiente estable para la funcion neuronal, sino
que ademas, mediante una combinacién de canales idnicos especificos, asi
como de transportadores, mantiene la composicion ionica optima para la
funcién de sefalizacion sinaptica.

La concentracion aproximada de potasio en el plasma de los mamiferos es
de aproximadamente 4.5 mM, mientras que en el LCR y en el fluido
intersticial cerebral se mantiene aproximadamente en 2.5 — 2.9 mM aunque
se produzcan cambios en las concentraciones de potasio plasmatico,
debidos a la comida, ejercicio, alteraciones experimentales o resultantes de
alguna patologia (BRADBURY et al., 1963; Summerfield et al., 2007).

De igual manera el calcio, el magnesio y el pH son regulados activamente
por la BHE y barrera hematolicuoral (BHE-LCR; tabla 2; (BRADBURY et al.,
1963; Jeong et al., 2006).

Soluto Unidades Plasma LCR Ratio
Na* mM 140 141 ~1
K* mM 4,6 2,9 0,63
ca™ mM 5 2,5 0,5
Mg*™* mM 1,7 2,4 14
Cr mM 101 124 1,23
HCO3 mM 23 21 0,91
Osmolaridad mOsmol 305,2 298,5 ~
pH 7,4 7,3

Tabla 2: Composicion iénica del plasma y del LCR (modificado de Begley,
2007).
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5. Estructura de la BHE

5.1 Unidad neurovascular
La BHE esta compuesta por una unidad funcional denominada unidad
neurovascular (Abbott et al., 2006). Esta unidad esta formada por una matriz

extracelular, células endoteliales, pericitos, astrocitos, microglia y neuronas.
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Figura 3: Representacion esquematica de la unidad neurovascular (Abbott et
al., 2006).

5.2 Células endoteliales

Las células endoteliales que forman la BHE difieren de otras células
endoteliales en que poseen una gran cantidad de mitocondrias (Oldendorf,
1977), una tasa muy baja de endocitosis (Ballabh et al., 2004), ausencia de
membranas fenestradas (Fenstermacher et al., 1988) y una baja actividad

pinocitica basal (Sedlakova et al., 1999).
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Figura 4: Comparacion entre un vaso sanguineo no cerebral y otro del SNC
(Palmer, 2010).

Las células endoteliales que recubren la microvasculatura en el cerebro
definen la interfaz entre el sistema vascular y el cerebro. Estas células
funcionan como dispositivos adaptables de entrada/salida no lineal de las
fuerzas biomecanicas y bioquimicas que modifican, en el microambiente
local de la unidad neurovascular, la morfologia celular, la expresion de
proteinas, la expresion génica, la proliferacion, el transporte, etc (Abid et al.,
2007; Aird, 2005; Dejana, 2004). Aparte de ser responsables de la entrada
de sefales bioquimicas y biomecéanicas desde el sistema vascular, son
garantes del mantenimiento de la BHE y de numerosas vias de sefializaciéon
paracrina entre astrocitos, células endoteliales microvasculares y pericitos
(Abbott et al., 2010; Abid et al., 2007). En la microvasculatura cerebral, las
uniones estrechas célula-célula son la clave para el mantenimiento de la
integridad de los capilares y la regulacion del transporte paracelular. La
adhesién célula-célula se logra mediante la formacion de uniones
adherentes y uniones estrechas, tight junctions (Abid et al., 2007; Bazzoni y
Dejana, 2004; Dejana, 2004). Las uniones estrechas impiden el trasporte
paracelular de la mayoria de las grandes moléculas y limitan de manera
selectiva el intercambio de pequefias moléculas y de iones. Por lo tanto, el
transporte transcelular es responsable de la mayor parte del trafico
molecular entre el sistema vascular y el cerebro. Las uniones estrechas se
forman entre la ocludina (Nitta et al., 2003) y proteinas de la familia de las

claudinas (Furuse y Tsukita, 2006; Hawkins y Davis, 2005). La familia de las
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claudinas consta de mas de 20 proteinas esenciales para la formacion de las
uniones estrechas. La proteina claudina-5 es la isoforma m&s comun en la
BHE (Hewitt et al., 2006; Nitta et al., 2003; Yokogawa et al., 1999), aunque
también participan las proteinas claudina-1 y claudina-12 (Abbott et al.,
2006; Wolburg y Lippoldt, 2002). Estas proteinas estan reguladas por varios
procesos, entre los cuales destaca la fosforilacion tanto de ocludina como de
claudina-5 (Hirase et al., 2001; McCarthy et al., 1996). Dichas fosforilaciones
se producen en los residuos de serina, treonina y tirosina e influyen
directamente sobre la integridad de la BHE, ya que modulan el ensamblaje,
disociacion y localizacion celular de dichas proteinas (Andreeva y Kutuzov,
2001; Ruan et al., 2002).

Los cambios en la expresion o en la fosforilacion de ocludina se han
observado en varios modelos en los que se dafia la BHE. Por ejemplo, en un
modelo de esclerosis multiple, la desfosforilacion de ocludina precede a los
cambios visibles en la BHE (Morgan et al., 2007).

Estas proteinas de membrana estan conectadas con la proteina actina del
citoesqueleto mediante moléculas adaptadoras que son las proteinas de la
zonula occludens (ZO-1, Z0O-2 y Z0O-3 (Hawkins y Davis, 2005). Estas
proteinas de anclaje entre el citoesqueleto y las uniones estrechas
transmembrana controlan la correcta distribucién espacial de las claudinas a
través de sus dominios de union PDZ (Zlokovic, 2008). En varios modelos en
los que se observa la rotura de la BHE, la funcion o la expresion de ZO-1
estan alteradas. En diferentes modelos de esclerosis mdultiple, se han
observado anomalias en las uniones estrechas que estan relacionadas con

disminuciones en la expresion de ZO-1 (Kirk et al., 2003).
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Figura 5: Componentes moleculares de las uniones estrechas y adherentes
entre células endoteliales que constituyen la unidad neurovascular (Abbott et
al., 2010).

5.3 Pericitos

Los pericitos envuelven los microvasos y los capilares en el cerebro (Dalkara
et al., 2011; Fisher, 2009; Hamilton et al., 2010; Krueger y Bechmann, 2010;
Miller y Sims, 1986; Winkler et al., 2011) y comunican con las células
endoteliales, astrocitos y neuronas en la unidad neurovascular (Bonkowski et
al., 2011).

Morfologicamente los pericitos tienden a alinearse con el eje del vaso
sanguineo y se extienden a lo largo de las protuberancias que envuelven los
capilares (Bonkowski et al., 2011). Una fina capa de membrana basal separa
los pericitos de las células endoteliales y de los pies astrocitarios. Los
pericitos son células contractiles y contribuyen a la regulacién del flujo
sanguineo controlando el diametro capilar (Dalkara et al., 2011; Hamilton et
al., 2010; Peppiatt et al., 2006).

Estudios en raton han demostrado que los pericitos son reclutados durante
el desarrollo desde los capilares nacientes (Daneman et al. , 2009 ,2010) y
son fundamentales para el desarrollo de la BHE y para la regulacion del
transporte a través de la BHE (Armulik et al., 2005; Kim et al., 2009). De
hecho, la pérdida de pericitos induce una disminucion del flujo sanguineo y
la ruptura de la BHE (Armulik et al., 2010; Bell et al., 2010).
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5.4 Astrocitos

Los astrocitos participan en multiples procesos en el cerebro incluyendo la
regulacion de la concentracibn de iones y agua, la liberacion de
neurotrasmisores, la proliferacion de células madre, el control del nimero de
sinapsis y el mantenimiento de la BHE (Abbott et al., 2006; Fiacco et al.,
2009; Freeman, 2010; Halassa y Haydon, 2010; Lee et al., 2003; Ullian et al.,
2001) Morfol6gicamente, los astrocitos son estrellados con proyecciones que
se extienden desde el cuerpo celular, con un diametro total de 140 pm en el
cerebro humano.

Los astrocitos interactian con la células endoteliales microvasculares a
través de sus extremos, los terminales astrocitarios, que envuelven el capilar
(Abbott, 2002; Abbott et al., 2006) y cada astrocito puede comunicarse con
multiples capilares (Oberheim et al., 2009).

Neurona
\ ¢

Pie terminal

_ Astrocito
fibroso

Pie
terminal

Figura 6: Interaccion entre astrocitos y capilares.

Los astrocitos desempefian un importante papel en la regulacién del
transporte de oxigeno y glucosa para la actividad neuronal a través de la
regulacion del flujo sanguineo local (ladecola y Gorelick, 2004; ladecola y
Nedergaard, 2007; Takano et al., 2006; Zonta et al., 2003). Las células
astrogliales participan en la formacion de la BHE mediante el fortalecimiento
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de la union estrecha, la modulacion de la expresion y polarizacion de los
transportadores y la produccion de las enzimas especializadas (Abbott,
2002; Abbott et al., 2006; DeBault y Cancilla, 1980; Haseloff et al., 2005;
Janzer y Raff, 1987; Lee et al., 2003). Ademas, varios factores secretados
desde los astrocitos como el factor neurotréfico derivado de célula glial
(GDNF), el factor de crecimiento de fibroblastos béasico (bFGF) y la
angiotensina-1 (ANG-1) inducen en las ceélulas endoteliales las
caracteristicas que las trasforman en células endoteliales de la BHE (Abbott
et al., 2006; Haseloff et al., 2005). Las conexiones astrogliales son
necesarias para mantener la integridad de la BHE (Ezan et al., 2012). Se ha
demostrado en estudios en cultivos que los astrocitos secretan
metalloproteinasas 9 (MMP-9;(Hsieh et al., 2014; Lin et al., 2012; Lu y Lali,
2013; Yang et al., 2013) y MMP-2 (Lu y Lai, 2013) y la expresion de MMP-3
se restringe en gran parte a los astrocitos (Zhou et al., 2005; Zhou et al.,
2003). Estudios en cultivo han demostrado que la expresién de MMP-3 en
astrocitos aumenta con el aumento de la liberacion de calcio (Neria et al.,
2013) y con el acido poliriboinosinico-poliribocitidilico (del inglés
polyriboinosinic—polyribocytidilic acid) que imita la activaciéon inmune por

infecciones virales.

5.5 Microglia

El papel de la glia perivascular parece ser dual. Estas células de origen
monocitico presentan antigenos y secretan sefiales que guian la
transmigracion de los leucocitos desde la sangre al cerebro (Man et al.,
2007). En patologias neuroinflamatorias como encefalitis causada por el VIH,
esclerosis multiple o enfermedad de Alzheimer, se produce la apertura de la
BHE vy la ruptura de las uniones estrechas (Avison et al., 2004; Persidsky et
al., 2006). Bajo estas condiciones, los fagocitos mononucleares provenientes
de la sangre y la microglia secretan citoquinas, quimioquinas, especies
reactivas de oxigeno (ROS) y MMPs, que pueden alterar la expresion y
funcién de las uniones estrechas (Persidsky y Gendelman, 2003). Por tanto,
parece que la microglia amplifica la sefial inflamatoria llevando a la
disfuncion de la BHE mediante el reclutamiento de leucocitos (Persidsky et

al., 2006) o por alteraciones en las células endoteliales cerebrales
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(Stamatovic et al., 2005). Sin embargo, la microglia perivascular podria tener
un papel protector. Se ha observado que se produce un descenso de la
permeabilidad paracelular de las células endoteliales al realizar cultivos
mixtos con microglia perivascular (Zenker et al., 2003). Por otra parte, en un
modelo de enfermedad de Alzheimer se ha descrito que los ratones
deficientes en la quimioquina microglial Ccr2, la cual media la acumulacion
de fagocitos mononucleares en los sitios de inflamacion, sufren un
agravamiento en la enfermedad (ElI Khoury et al., 2007). Asi pues la
microglia se comporta de manera dual y depende de las condiciones

ambientales si su funcién es protectora o deletérea.

5.6 Lamina basal o matriz extracelular

La lamina basal es una parte esencial de la BHE. Constituye la matriz
extracelular que rodea y da soporte fisico a las células endoteliales y
pericitos, mejora la formacion de las uniones estrechas (Hartmann et al.,
2007; Tilling et al., 1998) y establece conexiones con otras células del
cerebro (Carvey et al., 2009). El espesor de la membrana basal observado
en el microscopio electrénico es aproximadamente de 100 nm. Las células
endoteliales, los astrocitos y los pericitos contribuyen a la formacion de la
lamina basal mediante la secrecion de moléculas de la matriz extracelular.
De hecho los vasos sanguineos estan rodeados por dos capas de lamina
basal: la membrana basal endotelial en el interior y la membrana basal del
parénquima exterior. La primera se secreta desde las células endoteliales y
desde los pericitos (Sorokin, 2010). La membrana basal del parénquima se
secreta desde los astrocitos y los pies astrocitarios a través de la interaccion
proteina-proteina mediadas en parte por el distroglicano (receptor que
asegura la conexion entre los elementos del citoesqueleto y la matriz
extracelular; (Agrawal et al., 2006). En el SNC no hay necesidad de generar
altos niveles de traccion o fuerza elastica porque el cerebro esta protegido
por el craneo. Por lo tanto, hay pocas proteinas fibrosas, como el colageno |
y Il o la fibronectina y pequefias cantidades de cadenas de
glicosaminoglicanos. Se compone principalmente de proteinas estructurales
como la laminina (Aumailley et al., 2005), el colageno tipo IV, el nidogen,

(Hartmann et al., 2007; Tilling et al., 1998) y proteoglicanos de heparan
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sulfato (Farkas y Luiten, 2001), aparte de numerosas otras glicoproteinas
presentes en menor concentracion.

La laminina y el colageno IV se sintetizan en el interior de las células
endoteliales, pericitos y astrocitos (Daneman, 2012) donde las diferentes
subunidades se unen para formar la unidad funcional tanto de la laminina
(trimeros; figura 7A) como del colageno IV (protomero; figura 7B). Una vez
formada la unidad funcional, se secreta en el exterior de la célula donde los
trimeros de laminina polimerizan y se asocian a los protdmeros de colageno
IV (Kalluri, 2003).
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Figura 7: Estructura funcional de la laminina, trimero (A) y del colageno 1V,
protomeros (Kalluri, 2003).

La alteracion de la matriz extracelular se ha asociado estrechamente con el
aumento de permeabilidad de la BHE en varias condiciones patoldgicas
como en a enfermedad de Alzheimer, de Parkinson, la esclerosis lateral
amiotréfica y la esclerosis multiple (Carvey et al., 2009; Hawkins y Davis,
2005; Zlokovic, 2008).
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6. Metaloproteinasas

Entre los factores clave que controlan la permeabilidad de la BHE se
encuentran las enzimas metaloproteinasas de matriz (MMPS) que se ocupan
principalmente de la remodelacién de la matriz extracelular (Candelario-Jalil
et al., 2009) y que operan una actividad proteolitica especifica en la mayoria
de los constituyentes de la matriz extracelular (Nagase et al., 2006).

Las MMPs son una familia de endopeptidasas zinc-dependiente y se
producen principalmente en las células del tejido conectivo que la secretan
como zimdgenos en la matriz extracelular (figura 8).

Una enzima MMP tiene una estructura formada por un predominio amino-
terminal de 80 aminoacidos, un sitio catalitico (con minimo dos iones de
calcio y dos iones de zinc) de aproximadamente 170 aminod&cidos, un
péptido enlazador de longitud variable (llamado regién bisagra) y un dominio
C-terminal estructuralmente similar a la hemopexina (hemopexin-like) de
mas o0 menos 200 aminoacidos (Nagase et al., 2006).

La mayoria de las MMPs se secretan en forma de precursor inactivo que a
través de activacion proteolitica, fuera de la célula, se convierte en activo,
excepto estromelisina-3 'y MT1-MMP (membrane type-1 matrix
metalloproteinase) que se activan dentro de la célula). La activacion de MMP
depende y estd regulada por un mecanismo complejo llamado secuencia
activadora de cisteina (cysteine-switch) en la cual una cisteina, altamente
conservada, se une el propéptido con zinc presente en el dominio catalitico y
bloguea el sitio activo del enzima, manteniéndolo en su estado latente (Van
Wart y Birkedal-Hansen, 1990; Visse y Nagase, 2003). La activacién in vivo
es generalmente enzimatica a través de enzimas proteoliticas (figura 8)
incluyendo la plasmina y otras MMPs (Visse y Nagase, 2003). In vitro
generalmente se activan a través de pH &cido, calor, o productos quimicos
como el acetato de aminofenil mercurio (APMA) (Springman et al., 1990;
Visse y Nagase, 2003).
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Figura 8: Representacion esquematica de la activacion de las MMPs (Snoek-
van Beurden y Von den Hoff, 2005).

Una vez activadas dichas proteinas regulan gran cantidad de procesos
fisiolégicos y patoldgicos. En un tejido sano la degradacién y la sintesis de
componentes de la matriz extracelular deben estar en un equilibrio mutuo.
Un nivel moderado de expresidbn de ciertas moléculas con actividad
enzimatica como las MMPs es necesario para el mantenimiento del equilibrio
y para la respuesta a estimulos endégenos o exdgenos tanto fisioldgicos
como patologicos. Citoquinas inflamatorias, hormonas, factores de
crecimiento e interacciones célula-célula y célula-matriz modulan la
expresion de estas moléculas a través de cambios en los niveles de
transcripcion (Oh et al.,, 2009). Ademas, su actividad esta regulada por
activadores locales, tales como la plasmina, y por inhibidores tisulares
especificos de MMP (TIMP;(Wang et al., 2010). Entre las funciones de las
MMPs, estas incrementan la permeabilidad de la BHE digiriendo la matriz
extracelular, la lamina basal, y las uniones estrechas de las células
endoteliales (Rosenberg, 2009). La remodelacion de la matriz extracelular
afecta directamente a la célula modificando su metabolismo, su expresion
génica e incluso su morfologia. Esto es debido a que las proteinas que la
conforman pueden estar en contacto directo con la superficie celular la cual

expresa receptores especificos para dichas proteinas.

6.1 Clasificacion
Se han identificado 24 diferentes metaloproteinasas, clasificadas en 5 clases
principales segun la secuencia de aminoacidos y en funcion de las

caracteristicas bioquimicas de su sitio activo: gelatinasas (MMP-2, MMP-9),
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colagenasas (MMP-1, MMP-8, MMP-13), stromelisinas (MMP-3, MMP-10,
MMP-11), metaloproteinasas de membrana (MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-
MMP, MT4-MMP) y matrilisinas (MMP-7, MMP-26). Las gelatinasas mas
estudiadas son la gelatinasa A (MMP-2) y la gelatinasa B (MMP-9). En el
cerebro MMP-2 y MMP-9 son las que mas contribuyen a la degradacion de
la BHE (Thanabalasundaram et al., 2010). Las gelatinasas degradan
moléculas de la matriz extracelular y la ldmina basal alrededor de los
capilares de la BHE, facilitan la angiogénesis y la neurogénesis y
contribuyen a la aparicion de muerte celular. La gelatinasa 2 es constitutiva y
se expresa en astrocitos. Sin embargo la gelatinasa 9 es inducible y se
expresa en neuronas, astrocitos, microglia y células endoteliales.

Las stromelisinas (MMP-3, MMP-10, MMP-11) son pequefias proteasas que
se secretan y degradan componentes de la matriz extracelular. La
stromelisina-1, también conocida como MMP-3 tiene un amplio espectro de
accion. Es capaz de degradar los proteoglicanos, colageno lll, IV, V y IX,
laminina, fibronectina, gelatina y elastina y otros miembros activos de la
familia de las MMPs, tales como la colagenasa.

Recientemente se ha encontrado una funcion intracelular para la MMP-3
relacionandola con la muerte celular de las neuronas dopaminérgicas (Park
et al., 2005).

7. Plasmindgeno, plasminay sus activadores.

La familia de las MMPs no son las Unicas enzimas proteoliticas que se
ocupan de la degradacion de la matriz extracelular. Las serina proteasas
tisulares tienen la misma funcion (Streuli, 1999). Una serina proteasa que
forma parte del sistema de activacion plasminégeno/plasmina es la
plasmina. El organismo no produce directamente esta enzima sino que
sintetiza su precursor inactivo, el plasmindgeno, que se activa por diversas
sustancias incluyendo el activador tisular del plasminégeno (t-PA). La
plasmina es una enzima proteolitica que actiua sobre varios componentes de
la matriz extracelular como son: la fibrina, el colageno tipo IV y V,

fibronectina, laminina y proteoglicanos (Ichinose et al., 1986); y media
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indirectamente la degradacion de la matriz extracelular por la activacion de
ciertas MMPs (figura 9), entre ellas MMP-3, MMP-9, MMP-12 y MMP-13
(Carmeliet et al., 1997) que degradan coladgenos tipo Il y IV, pro-colageno
tipo 1, fibronectina, proteoglicanos y laminina, entre otros (Sternlicht y Werb,
2001).
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Figura 9: Accidn directa e indirecta de la plasmina sobre componentes de la
lamina basal (Almholt et al., 2007).

El sistema plasminégeno/plasmina participa también en procesos biolégicos
como la fibrindlisis, la regeneracion tisular, ciclo menstrual, implantacién
embrionaria e invasion tumoral (Liu et al., 1999).

La plasmina deriva de otra proteina denominada plasminégeno que de forma
natural se encuentra en el plasma sanguineo. El plasmin6geno se activa por

los activadores del plasmindgeno (PAs) como activador del plasminégeno
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tipo urocinasa (u-PA) y el activador tisular del plasmindgeno (t-PA), los
cuales efectian una protedlisis parcial de la proteina para convertirla en

plasmina activa (Andreasen et al., 1997).

Al igual que la plasmina, u-PA y t-PA son serina proteasas, pero a diferencia
de la plasmina, tienen una especificidad de sustrato muy restringida al
plasminégeno, hecho que hace que sean los principales activadores de
plasminégeno. U-PA y t-PA son los productos de genes separados que son
regulados de forma independiente por una variedad de factores, incluyendo
las hormonas y citoquinas. Modificaciones de la expresion de t-PA son
fundamentales en la respuesta del estrés metabdlico (Wu et al.,, 2013) y
estan relacionadas con patologias neurolégicas como la esquizofrenia
(Hoirisch-Clapauch y Nardi, 2013). A lo largo de la cascada de proteasas
existen puntos adicionales de regulacion proporcionados por la existencia de
multiples inhibidores fisiolégicos especificos, tales como, los inhibidores de
plasmina a2-antiplasmina (a2-AP), inhibidores de la actividad proteolitica de
la trombina (TAIF, inhibidor de la fibrinolisis activado por trombina),
inhibidores del plasmindgeno (Inhibidor del activador del plasminégeno 1, 2y

3 es decir, PAI-1 PAI-2 y PAI-3) y proteasa nexina (Potempa et al., 1994).

8. BHE y patologias del SNC

Como se ha mencionado previamente, la BHE juega un papel fundamental
en la homeostasis cerebral. Asi pues, su disfuncion reviste una gran
importancia en el desarrollo y progresion de diversas patologias del SNC. Se
ha observado un aumento en la permeabilidad de la BHE en el infarto
isquémico o en el trauma cerebral (ltzecka, 1996; Morganti-Kossmann et al.,
2002), lo que lleva a la aparicion de edema cerebral y al agravamiento del
dafio neuronal. En la esclerosis multiple, la disfuncion de la BHE forma parte
directamente de su patofisiologia (Minagar y Alexander, 2003) y contribuye
al desarrollo de la enfermedad. Cuando se desarrolla un glioblastoma, se
produce un incremento en la angiogénesis y en la permeabilidad de la BHE,
gue aumenta la supervivencia del tumor e implica la formacion de edema

cerebral (Anderson, 2008). También se han observado alteraciones en la
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BHE en enfermedades como Parkinson, Alzheimer, esclerosis lateral
amiotrofica (ELA) o el complejo de demencia asociada al sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (Zlokovic, 2008) Pero no soélo se observan
alteraciones en las enfermedades neurodegenerativas, ya que también se
observan disfunciones en la BHE en enfermedades tales como autismo,
obesidad, epilepsia o esquizofrenia (Palmer, 2010).

Ademas de las patofisiologias que comprometen la integridad de la BHE,
ésta representa todo un desafio para la industria farmacéutica en el contexto
de las farmacoterapias utiles en patologias que afectan al cerebro. En las
enfermedades del SNC, la BHE previene la entrada y acumulacion del 98%
de los medicamentos (Hawkins y Davis, 2005; Pardridge, 2003; Pardridge,
2005; Pardridge, 2006; Pardridge, 2010), puesto que ademas de su baja
permeabilidad y su lipofilia, expresa diferentes transportadores que de una
manera activa influyen en los niveles de los farmacos en el cerebro
(Hermann et al., 2006; Loéscher y Potschka, 2005b) La mayoria de los
farmacos mas prometedores no llegan a ser realmente efectivos porque no
alcanzan una concentracion suficiente en cerebro debido a la presencia de la
BHE; caracteristica que constituye el principal obstaculo en el desarrollo de
terapias para las enfermedades del SNC, incluyendo enfermedades
neurodegenerativas, cerebrovasculares o cancer. Unicamente algunas
moléculas lipdfilas (con capacidad para formar menos de 8 enlaces por
puentes de hidrégeno) y de un peso molecular muy pequefio (menos de 400-
500 Da) son capaces de atravesar la BHE (Pardridge, 2006). Por tanto, para
que se puedan abordar farmacoterapias mas efectivas es de gran
importancia entender tanto la patofisiologia de la BHE como los procesos
que regulan sus sistemas de transporte (Cecchelli et al., 2007; Kuhnline
Sloan et al., 2012).
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ETANOL

1. Aspectos generales y marco historico

Con el término alcohol se define generalmente el alcohol etilico o etanol. La
palabra alcohol proviene del arabe “alkukhul” y significa “el espiritu”. El
alcohol se presenta como un liquido claro, incoloro, volatil, inflamable,
soluble en agua vy lipidos (Deitrich et al., 1989) y miscible en cloroformo y
éter. Se forma por fermentacién del azicar simple (en forma natural) o por
destilaciéon del mosto fermentado (en forma adquirida). El etanol constituye
el principal componente psicoactivo de las bebidas alcohdlicas y cuando se
habla de graduaciéon de una bebida se refiere al porcentaje de etanol
contenido en la bebida. Respecto a su valor nutritivo, 1 gramo de alcohol
aporta al organismo 7.1 kcal; sin embargo, este aporte energético no se
acompafia de un aporte nutritivo, como minerales, proteinas o vitaminas.
Desde un punto de vista sociocultural, el etanol es una de las drogas mas
antiguas y consumidas por todas las culturas tanto por su accion
psicotrépica como por su aporte energético. Su uso se ha implicado en
ambientes sociales, culturales, médicos y religiosos donde el alcohol
siempre ha asumido significados simbdlicos. Los primeros datos sobre
consumo de alcohol, datan del Paleolitico donde fermentaban la miel,
obteniendo un producto denominado, hidromiel. En el afio 4000 antes de
Cristo en Babilonia, se elaboraba el Shiraku, a base de cebada que era
utilizada para alimentar a los enfermos y honrar a los dioses. Este tipo de
cerveza se hizo muy popular entre los pueblos antiguos y no tardé mucho
en traspasar los limites de la Antigua Mesopotamia, y de alli el maravilloso
“elixir” llegd a Egipto. Los romanos difundieron el vino por toda Europa y
fueron los arabes quienes descubrieron la destilaciéon y la introdujeron en
Europa. Durante la Edad Media se conocia con el nombre de “aqua vitae” ya
gue se asociaba a salud y bienestar. En la actualidad, dada su fécil
disponibilidad y su precio accesible, se sigue consumiendo en la mayoria de

paises occidentales pero predomina mas su uso asociado a la diversion. El

38



INTRODUCCION

alcohol se consume sobre todo por sus efectos euforizantes, psicoactivos y
desinhibitorios y se ha convertido, en la droga de abuso mas consumida en
las sociedades occidentales. En Estados Unidos el abuso y la dependencia
de etanol afectan a aproximadamente 14 millones de personas,
mayoritariamente hombres. En cuanto al consumo de alcohol entre los
adolescentes y los jovenes, la Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S.)
detecta una disminucion en la edad de inicio en el consumo de alcohol
produciéndose entre 12 y 13 afios, existiendo un porcentaje de bebedores a
la edad de 18 afios casi comparable a la edad adulta. Algunas estimaciones
apuntan que el alcohol causa el 6.8% de las enfermedades en Europa,
siendo este el continente donde el consumo de alcohol es mayor. Espafia es
el tercer pais productor de alcohol a nivel mundial, tras Francia e Italia y uno
de los paises donde el consumo de alcohol y los problemas que de él
derivan tienen mayor importancia. Datos obtenidos de la Gltima encuesta del
Plan Nacional sobre Drogas (2011-2012) realizada a individuos de 15 a 64
afios, ponen de manifiesto que el alcohol sigue siendo la sustancia
psicoactiva con mayor consumo en la poblacion espafiola. De hecho, en el
2011 un 90.9 % de la poblacién habia probado alguna vez en su vida alguna
bebida alcohdlica, un 76.6 % en los dltimos 12 meses, un 62.3 % en los
altimos 30 dias y un 10.2 % diariamente. Segun la edad, la prevalencia de
consumo en los ultimos 12 meses es del 79.1 % entre los 15y 34 afios y va
descendiendo ligeramente con la edad, con un 75.1 %, entre los 35-74
afos. En 2012/2013 se ha hecho una cuesta estatal sobre uso de drogas
en Estudiantes de Ensefianzas Secundarias de 14 a 18 afios de toda
Espafia (ESTUDES) en 27.503 estudiantes de 747 centros educativos
publicos y privados para conocer la situacion y las tendencias de los
consumos de drogas, los patrones de consumo, los factores asociados y las
opiniones y actitudes. Este estudio ha revelado que la droga consumida por
un mayor porcentaje de estudiantes de 14 a 18 afios sigue siendo el alcohol

seguido por tabaco y cannabis (figura 10).
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Figura 10: Porcentaje de consumidores de drogas en el dltimo afio. Fuente:
ESTUDES (14-18 afios), 2012/2013.

Este consumo se extiende mas entre las mujeres (82.9% frente a 80.9% en
hombres) y entre los 14 y 16 afios el % de chicas que se emborracha es
mayor que el de los chicos. Este patron cambia después de los 17 afios. La
edad media de inicio en el consumo se sitla entre los 13 y los 16 afios vy el
porcentaje de consumidores de drogas aumenta con la edad pasando desde
un 63.1% de consumidores con 14 afos hasta un 91.3% de consumidores
con 18 afos. El 81,9% de los estudiantes declaran haber consumido etanol
en el ultimo afio (2012) y el 74% en el Ultimo mes. Mas de la mitad de los
jovenes de 16 afios se ha emborrachado en el Ultimo afio y el % de
estudiantes que se emborrachan aumenta con la edad. La mitad de los
jovenes de 17 afos ha hecho binge en el Ultimo mes. Son mas habituales
los consumos intensivos (borracheras) entre los que “hacen botellén” (figura
11) que entre los que no lo hacen. El 62% ha hecho botellén en el dltimo
afo y esta practica aumenta con la edad: 4 de cada 10 jévenes (14 afios) y

8 de cada 10 (18 afios) han hecho botell6n en el dltimo afio.
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Figura 11: Jovenes que consumen por la calle (botellén).

Se consideran bebedores de riesgo cuando se sobrepasa una cantidad de
alcohol al dia, que es de 50 ml, en el caso de los hombres y 30 ml, en el
caso de las mujeres. También se considera bebedor de riesgo a aquella
persona que consume gran cantidad de alcohol en una ocasién o0 en un
periodo corto de tiempo. En menores, cualquier consumo de alcohol se
considera de riesgo. Antiguamente el patron de uso del alcohol se limitaba a
la ingesta de pequefias cantidades de vino en las comidas y Unicamente por
la poblacion adulta. Sin embargo, los patrones de abuso han variado
dltimamente en Espafia, ya que ahora existe un elevadisimo consumo en la
juventud, sobre todo, durante el fin de semana. Consiste en un consumo
muy elevado en un corto periodo de tiempo, dando lugar a un patrén de
consumo denominado en inglés como “binge drinking” que se traduce al
espafol como “consumo en atracon” o ‘consumo intensivo’. Se considera
que el consumo de alcohol es problematico cuando el bebedor ha padecido
o padece algun problema relacionado con el alcohol, como conducir bajo
sus efectos o presentar problemas meédicos, conductuales, familiares o

psicoldgicos.
2. Estructura quimica del etanol

El etanol es un liquido volatil con un punto de ebullicion a 78.34°C, solidifica
a -114,1°C, su densidad a 20°C es 0,7893g/cm3, soluble en agua y
extremadamente inflamable (arde con una llama azul). Es un alcohol
primario debido a que el hidrégeno sustituido por el grupo hidroxilo

pertenece a un carbono primario. Su formula es C,HsO y pertenece a la
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serie de alcoholes alifaticos. Su estructura molecular y tridimensional se

representa en la figura 12.
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Figura 12. Estructura molecular y tridimensional del etanol.

Esta molécula presenta una gran polaridad debido a que posee un enlace
O-H, de manera que el atomo de hidrogeno forma puentes con otros atomos
de oxigeno de moléculas vecinas. Esto junto con su corta cadena de
alcanos, hace que el etanol sea muy soluble en agua, siendo su

hidrosolubilidad 30 veces mayor que su liposolubilidad.

3. Farmacocinética del etanol

3.1 Absorcion

El alcohol por via oral se absorbe mayoritariamente en el tramo proximal del
intestino delgado (80%) y el resto en el estbmago. La absorcién total de
alcohol es extremadamente rapida; comienza inmediatamente después de
la ingesta y se completa en un tiempo que oscila entre 15 y 40 minutos. La
velocidad de absorcion se debe a que el alcohol etilico se propaga
facilmente a través de las membranas biolégicas en cualquier punto del
tracto digestivo, principalmente en el intestino delgado, pero también en la
cavidad oral, estbmago, colon y recto, lo cual determina la magnitud de sus
concentraciones plasmaticas asi como la intensidad y duracion de sus
efectos farmacoldgicos, siendo éstos de aparicion mas rapida en ayunas.
Los alimentos retrasan la absorcion, produciendo concentraciones mayores
de etanol en sangre cuando se toma en ayunas. Se detecta en sangre a los
5 minutos de la ingesta y alcanza la concentracion plasmatica maxima entre
30 min. y 2h.
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Existen otros factores que también afectan a la absorcion de etanol, por
ejemplo, el tiempo de vaciamiento gastrico, el grado de acidez del jugo
gastrico, la ingesta simultanea de farmacos que alteran la motilidad

gastrointestinal y el flujo sanguineo de la mucosa.

3.2 Distribucion

Se define distribucion de una molécula como la liberacion de una sustancia
en los diferentes compartimentos del cuerpo. El etanol se distribuye
rapidamente gracias a su pequefio tamafio y la completa solubilidad en
agua de la molécula (hidrosolubilidad) y alcanza concentraciones histicas
similares a las plasmaticas. Cuanto mayor sea la vascularizacion de un
determinado 6rgano, mas intensos y rapidos seran los efectos inmediatos
del alcohol: los primeros sistemas que se veran afectados por la difusion del
alcohol son, por tanto, el SNC y poco después, el higado, los rifiones y el
corazén. El etanol traviesa las barreras hematoencefalica y placentaria y se

excreta a través de la leche materna.

3.3 Metabolismo

Su degradacién metabdlica es esencialmente por oxidacion hepatica (90-98
%), por lo que el higado es el 6rgano mas expuesto a los efectos de los
productos toxicos que se desarrollan como resultado de la degradaciéon de
alcohol. Un 2-10 % se elimina por vias accesorias como rifion (orina) y
pulmén (aire expirado), aunque también pueden detectarse pequefias
cantidades de etanol en el sudor, lagrimas, bilis, jugo géastrico y saliva (Ueno
et al., 1990). Ademas, existe un metabolismo cerebral del etanol.

En un adulto sano, la velocidad de metabolizacion es de unos 120
mg/kg/hora, cuando esta cantidad se supera, el sistema se satura y el

alcohol se acumula.

3.3.1 Metabolismo periférico del etanol
Este metabolismo se produce principalmente en el higado, donde sufre dos
procesos oxidativos: el primero tiene lugar en el citoplasma del hepatocito

mediante la alcohol deshidrogenasa citosoélica (ADH), donde el etanol se
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convierte en acetaldehido (Petersen, 1983), y después, en las mitocondrias,
por accién de la aldehido deshidrogenasa (ALDH; figura 13) se transforma
en acetato (Lieber, 1977). En una menor proporcion el etanol se metaboliza
también por otras rutas, como el sistema de oxidacion microsomal (MEOS),
dependiente del citocromo P-450 isoenzima 2E1, y la via de la catalasa

(Lieber, 1977) cuya contribucion al metabolismo del alcohol es minima.

NAD' NADH + H' NADT NADH+HT
N A
CH;~CH,—OH —5;—~ CH;-C=0 —~—"~ CH;—C-OH
Etanol Acetaldehido Acetato

Figura 13. Metabolismo del etanol.

Se han encontrado varios polimorfismos genéticos de las enzimas ADH y
ALDH, que son expresados de manera desigual en los diferentes grupos
raciales. Asi, algunos estudios han observado que un 40 % de los orientales
poseen isoenzimas de ADH mas funcionales, es decir, capaces de
catabolizar el etanol mas rapidamente, lo que lleva consigo una mayor
acumulacion de acetaldehido, que es un metabolito toxico del etanol,
produciéndoles efectos indeseables como cefaleas, enrojecimiento, hauseas
y vomitos (Tanaka et al., 1997).

Por otra parte, algunos farmacos (disulfiram, cianamida) utilizados en el
tratamiento del alcoholismo inhiben la actividad de la enzima ALDH, por
tanto se produce una mayor acumulacion de acetaldehido que es el

responsable de los principales sintomas adversos del etanol.

3.3.2 Metabolismo central del etanol
Como ya ha sido mencionado anteriormente, existe un metabolismo
cerebral del etanol, ya que existen en el SNC diferentes sistemas

enzimaticos capaces de metabolizar el alcohol. En 1968, Raskin y Sokoloff
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demostraron la existencia de actividad especifica de ADH en cerebro
(Raskin y Sokoloff, 1972). Se ha observado también que la isoforma mas
abundante de esta enzima es la ADH IIl (Rout, 1992), que presenta una
afinidad muy baja por el etanol. En cerebro se ha descrito también la
presencia de citocromos pertenecientes al complejo enzimatico MEOS
(sistema microsomal de oxidacion del etanol). En concreto, el citocromo
CYP450 2E1, isoenzima relacionada con el metabolismo del etanol, fue
identificada en el cerebro por el grupo de Morgan (Morgan et al., 1992).

Varios estudios demuestran que el sistema de la catalasa se encuentra
también en el SNC (Gill et al., 1992; Reddy et al., 1995) y se ha postulado
un papel central para la catalasa en la oxidacién del etanol en el cerebro.
Asi, Tampier y Mardones (1979) observaron que la adicién de azida sédica
(inhibidor de la catalasa) a un medio de homogenado de cerebro de rata,

disminuye la oxidacion del etanol a la mitad.

4. Efecto del etanol en SNC

La primera hipotesis sobre el mecanismo de accion del etanol se basa en la
idea de que esta sustancia podria actuar a través de las membranas
biolégicas alterando de esta manera las propiedades fisico-quimicas de la
célula, debido a su capacidad para disolverse en agua y su afinidad con un
entorno lipidico. En los ultimos afios, la teoria lipidica de la accién del
alcohol, ha cambiado para dar paso a nuevas hipétesis. La investigacion en
los ultimos afios ha identificado una serie de mediadores neuroquimicos que
son particularmente sensibles a la accién del etanol, como diferentes
sistemas la neurotransmision. Entre estos se incluye la adenosina (Anwer y
Soliman, 1995; Concas et al., 1996; Deitrich et al., 1989), glicina (Aguayo et
al., 1996; Mascia et al., 1996), acetilcolina (Coe et al., 1996; Freund y
Palmer, 1996; Freund y Palmer, 1997; Madamba et al., 1995; Nagata et al.,
1996), asi como monoaminas y neuropéptidos (Kleven et al., 1995; Lau y
Frye, 1996; Nagata et al., 1996; Oberheim et al., 2009; Wang et al., 1996).
El etanol también ejerce importante efectos en las membranas celulares,

canales ionicos dependientes de voltaje y sistemas receptores acoplado a la
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produccion de segundos mensajeros (Kerschbaum y Hermann, 1997; Koob,
1996; Mihic y Harris, 1996; Solem et al., 1997).

4.1 Efecto en diferentes sistemas de neurotransmision

Estda ampliamente descrito que tanto la administracion aguda como el
consumo cronico de etanol dan lugar a procesos neurodegenerativos en
regiones especificas del cerebro (Freund, 1973; Walker y Freund, 1971)
afectando diferentes neurotransmisores. Existen evidencias contrastadas
que implican al sistema dopaminérgico en algunos de los efectos centrales
del etanol a nivel celular, molecular y comportamental. El sistema
dopaminérgico ha sido estudiado como un posible mediador del refuerzo
positivo del etanol (Di Chiara et al., 1971). Varios estudios han demostrado
que el etanol produce una respuesta dopaminérgica bifasica, ya que dosis
altas de etanol disminuyen la liberacion de dopamina (DA) en el nucleo
accumbens (Budygin et al., 2001; Imperato y Di Chiara, 1986) y por el
contrario, la administracion aguda de dosis bajas aumenta la tasa de disparo
de las neuronas dopaminérgicas en el area tegmental ventral (ATV; (Gessa
et al., 1985). Datos bibliograficos con estudios de microdidlisis demuestran
qgue el sistema serotoninérgico, en concreto los receptores 5-HT3, estan
implicados en el mecanismo por el cual el etanol aumenta la liberacion de
DA, ya que se ha observado que la administracion de etanol junto con un
agonista 5-HT3 aumenta los niveles extracelulares de DA de manera mas
pronunciada que la administracion de etanol Unicamente (Campbell y
McBride, 1995). Ademas, este efecto se previene con un antagonista del
mismo receptor (Liu et al., 2006). Una disfuncion serotoninérgica ademas de
estar asociada a desordenes psiquiatricos, se ha asociado al mantenimiento
del consumo excesivo de alcohol asi como a la dependencia al alcohol
(Kelai et al., 2003). En cuanto a los niveles inddlicos, existe cierta
controversia acerca de si la administracion de etanol produce cambios en
los niveles cerebrales de 5-HT y su metabolito, el 5-HIAA. Bajaj (1983)
demostré que la 5-HT estaba implicada en la regulacion de la ingesta de
comida y alcohol. El etanol también afecta al sistema opioide enddgeno

(Volpicelli et al., 1986) alterando la sintesis o la liberacion de péptidos
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opioides, activando asi el mecanismo de refuerzo, o modificando la union a
los receptores opioides y alterando, por tanto, la sefalizacion opioide. Se
sabe que el sistema opioide participa en la adiccion al alcohol, ya que
interfiere en la transmision dopaminérgica en el NAc (Olive et al., 2001) y la
administracion de antagonistas opioides disminuye la liberacién de DA en el
NAc inducida por etanol (Gonzales y Weiss, 1998).

Se ha demostrado también que el etanol aumenta la neurotransmision
GABAérgica a través de la potenciacion de los receptores postsinapticos
GABA\, por mecanismos de fosforilacion del receptor o por sistemas de
fosforilacion a través de segundos mensajeros (Chandler et al., 1998).
Parece ser que los efectos iniciales estimulantes del etanol pueden deberse
a la inhibicion de la actividad GABAérgica, mientras que los efectos
sedantes posteriores pueden estar mediados por la activacion de este
sistema (Reynolds et al., 1992). Tanto la administracién aguda como cronica
del etanol alteran la transmision glutamatérgica. Los receptores
glutamatérgicos se dividen en ionotrépicos, que forman un canal idnico y
son el receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), los de acido alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) y los de kainato; y los
metabotropicos que estan acoplados a proteinas G. La accion del etanol
sobre los receptores AMPA y kainato requiere dosis mas altas de las que se
necesitan para inhibir los receptores de NMDA (Hoffman et al., 1989;
Lovinger et al., 1989). Los antagonistas del receptor NMDA disminuyen el
consumo de etanol (Wang y Woolverton, 2007). Entre los efectos del etanol
diferentes evidencias sugieren que los cambios en la trasmision
GABAergica y glutamatérgica determinan la mayoria de los efectos agudos
y a largo plazo del etanol (Chandler et al., 1998), entre ellos las alteraciones

de las funciones cognitivas.

4.2 Etanol, funciones cognitivas y memoria

Entre los principales efectos adversos de etanol uno de los mas importantes
y estudiados es su accion sobre las funciones cognitivas a corto y a largo
plazo. La intoxicacion por alcohol se asocia con una disminucion de la

funcion cognitiva (Compo et al., 2011; Fillmore et al., 2007; Koelega, 1995;
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Matthews y Silvers, 2004; Maylor y Rabbitt, 1993; Millar et al., 1992; Ogden
y Moskowitz, 2004; Peterson et al., 1990; Schweizer y Vogel-Sprott, 2008)
que estd mediada por las regiones frontal y temporal del cerebro (Peterson
et al., 1990; Weissenborn y Duka, 2003). Por ejemplo, el alcohol aumenta la
impulsividad (de Wit, 2009), disminuye los procesos de atencién (Dougherty
et al., 2008) y produce déficit de memoria segun la dosis (Davidson et al.,
1997) (Naranjo y Bremner, 1993). La relacion entre las concentraciones de
alcohol en sangre y el deterioro cognitivo se define como dependiente de la
dosis, en humanos (Bishy et al., 2010; Dry et al., 2012; Wester et al., 2010)
y en modelos animales (Jedema et al., 2011; Ryabinin, 1998). Ademas,
recientes estudios en humanos demuestran que el deterioro no es uniforme
en los diferentes dominios del procesamiento cognitivo y que las dosis de
etanol necesarias para afectar estos procesos pueden variar (Dry et al.,
2012).

Se considera una intoxicacion leve cuando los niveles de alcohol en la
sangre alcanzan una concentracion de 10-20 mM. Durante dicha
intoxicaciéon la mayoria de los individuos presentan incoordinacion motora y
una disminucion en el tiempo de reaccion. Cuando se alcanzan niveles
plasmaticos superiores (20-40 mM, 100-200 mg/dl), se enlentece el
pensamiento y el procesamiento cognitivo. Con niveles de 40 mM vy
superiores algunos individuos desarrollan ausencias de memoria (Nelson et
al., 2003; White, 2003). Dichas alteracion de memoria provocan en los
individuos comportamientos complejos que no recuerdan posteriormente.
Un apagédn refleja un defecto grave en la formacion de la nueva memoria y
dicho estado puede tener consecuencias devastadoras. Junto con estos
efectos agudos, el abuso crénico de alcohol se asocia con deficiencias
persistentes en la memoria y en la cognicion, es un estado que se denomina
"demencia alcohdlica" (Oslin y Cary, 2003). La comprension de como el
etanol produce sus efectos directos sobre la memoria y la cognicién es
importante en el desarrollo de prevenciones y estrategias de tratamiento
para amortiguar el impacto en la salud publica del alcoholismo. Si bien, los
mecanismos subyacentes de memoria no son completamente conocidos,
distintas evidencias apoyan un papel importante en estos cambios de la

neurotransmision excitatoria mediada por glutamato (Martin et al., 2000),
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incluyendo LTP (potenciaciéon duradera) y LTD (depresion duradera),
candidatos principales en los mecanismos de la memoria singptica (Malenka
y Bear, 2004). Tanto los efectos adversos agudos como los cronicos estan
relacionados con apariciéon de disfunciones cognitivas y discapacidades en
el aprendizaje. El efecto del etanol sobre la plasticidad sinaptica relacionada
con el aprendizaje implica mdltiples neurotransmisores, receptores y
sistemas de sefializacion intracelular (Lovinger y Roberto, 2013).

El hipocampo juega un papel clave en el aprendizaje y la memoria. En
particular es importante en la formacion de los recuerdos que incluyen
componentes informativos temporales y de contexto que se reconocen
como memoria episédica (Eichenbaum, 2004; SCOVILLE y MILNER, 1957).
Las areas principales del hipocampo son el giro dentado (GD), el area CA1

y el area CA3 (figura 13), regiones que proporcionan informacion en ambos

sentidos desde el hipocampo a la corteza entorrinal.

Figura 13: Representacion de las tres areas del hipocampo, giro dentado,
CAly CAS3.

El papel del hipocampo en los procesos mnésicos es juntar las
representaciones semanticas almacenadas en la corteza, creando asi un
ambiente temporal y espacial para diferentes representaciones que se
refieren a un evento particular. El sistema del hipocampo funciona a través
de dos mecanismos que compiten entre si, el patréon de separacion y el
patron de asociacion. El primero es el mecanismo utlizado para la

codificacion de nuevas informaciones. Sobre bases anatomicas vy
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estructurales se ha sugerido que el patron de separacion seria una funcion
asociada con el giro dentado y que estaria facilitada por neuronas de CA1.
Esto avala la hipétesis de que giro dentado y CAl sean las zonas del
hipocampo involucradas en la separacion espacial y temporal (Kesner et al.,
2000). El segundo mecanismo, el patron de asociacién es el mecanismo a
travées del cual, partiendo de pequefios fragmentos de recuerdos,
reaparecen y se completan en la memoria representaciones de eventos y
situaciones. En este mecanismo estan implicados CA1 y CA3. Se ha
demostrado que una red autoasociativa de CA3 seria fundamental en la
formacién de asociaciones arbitrarias, con activacion inicial de CA3 seguida
de la activacion de CA1 (Rolls, 2006). Existe una competencia natural entre
estos mecanismos. Cuando el cerebro recibe input externos este no
entiende de manera inmediata si las informaciones son nuevas (patrén de
separacion) o si completan fragmentos de memoria ya existentes (patron de
asociacion). El papel del hipocampo es precisamente optimizar esta
ambigiiedad creando cuantas mas conexiones posibles para contextualizar
lo mejor posible informaciones y episodios. Existe otra memoria importante,
la memoria a corto plazo. Con pocas excepciones CA3 puede ser
representada como una red de memoria de auto asociacion que forma vy
almacena a corto plazo memorias episédicas (Kesner et al., 2000).

En resumen: CA3 esta implicada principalmente en la memoria asociativa
(Hunsaker y Kesner, 2008; Li y Chao, 2008) y juega un papel fundamental
en la memoria a corto plazo y en la memoria que permite la asociacion entre
distintas caracteristicas de un evento (ente objetos, sus posiciones y el
contexto). CAl y giro dentado estan implicados en la memoria temporal y
espacial. CAl es importante en la asociacion de eventos que se verifican
con una diferencia temporal (Kesner et al., 2005; Lee et al., 2005) y para
reconocer y colocar en orden temporal las informaciones espaciales (Gilbert
et al., 2001; Kesner y Hopkins, 2001; Kesner y Rolls, 2001). Se ha
demostrado que el hipocampo es critico para recordar las secuencias
especificas de eventos que son claramente no espaciales, como por
ejemplo los olores (Agster et al., 2002; Fortin et al., 2002), y que también es
fundamental para recordar lugares especificos que son claramente

espaciales (Morris et al., 1982). La memoria espacial depende de la
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integridad del hipocampo (Jarrard y Elmes, 1982) mientras que la memoria
no espacial puede ser independiente del hipocampo en algunas tareas
especificas que probablemente dependan de otras regiones del cerebro
como los ndcleos caudado y putamen (Nadel, 1991; Packard et al., 1989).

5. Etanol y adolescencia

La adolescencia es un periodo de desarrollo marcado por cambios en la
fisiologia, personalidad, emotividad y neurobiologia que normalmente en los
humanos se refiere a una edad entre los 12 y 20 afios (Dahl, 2004).
Cambios en la personalidad durante la adolescencia implican un aumento
en la toma de riesgos (Spear, 2000), en la busqueda de sensaciones
(Steinberg, 2008) y en comportamientos imprudentes (Smith-Knapp et al.,
1996) que incluye la experimentacion con las drogas y con el alcohol. Los
adolescentes experimentan un comportamiento de consumo de alcohol
ciclico (binge drinking; 5 bebidas/episodio) con frecuencia mas alta que los
adultos (Gilder et al., 2011). El consumo de alcohol durante la adolescencia
estd muy difundido. De los adolescentes que reportan consumo episodico
de alcohol durante las ultimas dos semanas, el 8% han consumido bebidas
de 8° (grados del numero de voliumenes de alcohol contenidos en 100
volumenes del producto, medidos a la temperatura de 20 °C), el 16% de 10°
grados, y el 25% de 12°. Una mayor propension al aumento de riesgos se
observa también en ratones (Gerra et al., 2002) y en ratas adolescentes
(Doremus et al.,, 2005; Walker et al., 2008) incluyendo entre estos el
aumento del consumo de alcohol. Se ha demostrado que los ratones en
edad adolescente se autoadministran mayores cantidades de etanol que a
los adultos (Doremus et al., 2005; Walker et al., 2008) de tal manera que el
consumo corresponde a dos o tres veces mas en relaciébn con el peso
corporal (Lancaster et al., 1996).

Por otra parte, los adolescentes, en comparacion con los sujetos de mayor
edad, son mas sensibles a los efectos del etanol (Varlinskaya et al., 2010).
En la adolescencia, siendo, como se ha mencionado anteriormente, un

periodo de desarrollo, se producen muchos cambios neurobiolégicos que
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hacen que la comprension de los mecanismos implicados en el consumo de
etanol sea més complicada. Estos cambios se producen en muchas
regiones del cerebro entre las cuales se encuentra el hipocampo donde el
etanol produce efectos importantes (Matthews y Silvers, 2004) como por
ejemplo se ha observado que el consumo de alcohol en adolescentes

reduce el volumen del hipocampo (De Bellis et al., 2000).
6. Modelo de binge drinking: drinking in the dark

Durante afos el estudio de la neurobiologia de alcoholismo se ha basado
principalmente en diferentes modelos de consumo en roedores a los que se
exponia 24h al dia a soluciones de agua y etanol al mismo tiempo. Sin
embargo, este modelo de consumo voluntario de etanol no es adecuado
porque la mayoria de los roedores suelen consumir bajas cantidades de
etanol que generan niveles de etanol en la sangre no significativos
farmacoldgicamente. Por otra parte, el abuso de alcohol y el alcoholismo
son, a nivel comportamental y biolégico tan complejos, que ningun modelo
animal Unico reune todas las caracteristicas de la condicion humana
(Crabbe et al., 2011; Rhodes et al., 2005). El Instituto Nacional sobre el
Abuso de Alcohol y Alcoholismo (National Institute on Alcohol Abuse y
Alcoholism, NIAAA) define el binge drinking como un patron de consumo
qgue produce unas concentraciones plasmaticas superiores a 0.08%
(80mg/dl) (NIAAA, 2004). El patron de consumo para producir estas
concentraciones es de cuatro/cinco bebidas respectivamente en un hombre
adulto y en una mujer adulta en un periodo breve de tiempo (2h). En el caso
de los ratones, se considera binge drinking cuando se produce una
concentracion plasmética minima de 100 mg/dl debido a la alta tasa de
metabolismo del etanol en estos animales (Crabbe et al., 2011) .

En esta Tesis se utilizo un modelo de ratdn de binge drinking descrito
originariamente por el grupo de John Crabbe (Rhodes et al.,, 2005)
denominado Drinking in the Dark (DID) o consumo de alcohol en la
oscuridad.
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Un estudio de Dole y Gentry (Dole y Gentry, 1984) revel6 que los ratones
beben més etanol en el periodo de oscuridad, periodo en el cual son més
activos. Los mayores niveles de la ingesta de alimentos en ratones se
producen durante las cuatro primeras horas desde que comienza el ciclo de
oscuridad (Tabarin et al., 2007). En el protocolo DID se ha utilizado este
dato para aumentar los niveles de ingesta de etanol (Middaugh et al., 2003;
Ryabinin et al., 2003). El grupo de Rodas evaluo la repercusion de diversos
factores sobre la cantidad de etanol consumida utilizando distintas
variaciones del procedimiento DID. Las variaciones incluyeron, entre otras,
la concentracion de etanol, el periodo de tiempo en el ciclo de oscuridad en
el cual se proporcioné el etanol, la cepa animal y el género (Rhodes et al.,
2005).

Finalmente Rhodes (Rhodes et al., 2005) establecido el protocolo DID
adecuado que proporcionaba una mayor concentracion de etanol en sangre.
Dicho protocolo establece el empleo de ratones C57BL/6J (cepa de raton
con predisposicion al consumo de etanol) mantenidos en un ciclo invertido
de 12h de luz y 12 de oscuridad y con acceso limitado al etanol durante 4
dias consecutivos. Se proporcion6 etanol al 20% de forma individual, por
sustitucion de la botella de agua, 3h después del comienzo del ciclo de
oscuridad; el etanol se suministr6 durante 2h los primeros 3 dias
extendiendo este tiempo a 4h el cuarto dia (Rhodes et al.,, 2005). Este
protocolo se ha utilizado cominmente en los experimentos que utilizan este
modelo para investigar la neurobiologia de etanol (Kaur et al., 2012; Lowery-
Gionta et al., 2012; Lyons et al., 2008; Ryabinin et al., 2003; Sparrow et al.,
2012).

Una de las ventajas del protocolo DID es que esta aceptado en la literatura
internacional como un modelo que simula el patron de consumo excesivo de
alcohol en humanos por el hecho que los ratones se autoadministran el
compuesto. Con otros modelos de intoxicacion, el etanol es administrado
por el experimentador mediante inyecciones, por sonda nasogastrica o con
la exposicion a vapores de etanol (Bake et al., 2012; Becker y Lopez, 2004;
Criado et al., 2011; Gilliam y Kotch, 1996; Pandey et al., 2008).

Otra ventaja es que, como se sefialé anteriormente, los ratones muestran

una concentracion plasmatica significativa gracias al ciclo invertido por eso
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no se requiere la inclusiéon de compuestos dulces en la bebida para motivar
un alto nivel en la ingesta de alcohol (Rhodes et al.,, 2007; Sharpe et al.,
2005). Por otro lado, los animales no se ven obligados a consumir etanol
mediante supresion de liquidos (agua) a largo plazo o mediante la inclusion
del etanol en una dieta que es la Unica fuente de nutrientes (Cozzoli et al.,
2009; Roy y Pandey, 2002; Szumlinski et al., 2005). Por esto su motivacién
para beber no es cuestionable.

El periodo de la adolescencia en el desarrollo del raton es bastante corto, y
se estima que transcurre entre los dias 28 y 42 (Spear, 2000), de tal manera
que el tiempo para que los animales se acostumbren al binge drinking con
protocolos, que requieren largos plazos de habituacibn o formacion, es
reducido. El procedimiento DID, simple y con alto rendimiento tiene claras
ventajas al permitir estudiar el consumo de etanol en ratones durante el
periodo de la adolescencia. Por esto varios estudios ya se han aprovechado
de esta ventaja. Por ejemplo, se demostré que los ratones adolescentes
C57BL/6J muestran mayores niveles plasméaticos de etanol (consecuencia
de un consumo mayor de alcohol) respecto ratones adultos y que este
mayor consumo puede estar relacionado con una reduccion de la
sensibilidad a los efectos adversos de etanol (Holstein et al.,, 2011).
Ademas, se ha demostrado que el consumo de alcohol en adolescencia en
ratones C57BL/6J promueve el aumento de consumo del mismo en edad
adulta (Moore et al., 2010).

Si bien hay claras ventajas en el procedimiento DID en comparacién con
otros modelos de consumo de etanol existen limitaciones que hay que
considerar.

1. Como se sefialo anteriormente en el procedimiento DID se sustituye
el agua por el etanol en el momento del ciclo circadiano del animal asociado
con altos niveles de ingesta. Claramente la administracion del etanol en la
oscuridad es un componente clave para el alto nivel de ingesta de etanol.
De hecho se ha demostrado que cuando los ratones C57BL/6J tienen
acceso al etanol 20% a partir de 3h siguientes al comienzo del ciclo de luz,
estos consumen una cantidad muy inferior de etanol con concentraciones
plasmaticas de 20 mg/dl (Lowery-Gionta et al., 2012). Sin embargo se ha

reconocido en numerosas publicaciones que la actividad neurolégica y en
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los sistemas neuroquimicos en el SNC sufren cambios segun las
fluctuaciones circadianas que estan implicados en comportamientos como el
consumo de alcohol (Mitchell et al.,, 1998; Sprow y Thiele, 2012; Vidal y
Lugo, 2006).

2. Otra limitacion relacionada con el acceso al etanol durante la fase de
oscuridad es el posible impacto del consumo sobre la ingesta de alimentos y
la consecuente variacion del peso corporal. Ya que hay una coincidencia
entre el periodo en el cual se produce la intoxicacion de etanol y el consumo
de alimentos es posible que el protocolo DID pueda interferir con los
patrones normales de alimentacién, hecho que podria conducir a un déficit
nutricional. Este problema puede ser mas acuciante en los experimentos
qgue implican el uso repetido del procedimiento DID durante dias y semanas.
Por lo tanto, es recomendable hacer un seguimiento de la alimentacion y del
peso corporal si se emplean procedimientos DID a largo plazo. Sin
embargo, la restriccion de alimentos a corto plazo no altera los niveles de
consumo de etanol con este protocolo (Lyons et al., 2008).

3. El grupo de Rhodes (Rhodes et al., 2007) utilizé el protocolo DID con
12 cepas puras de ratones. De estas cepas, sOlo en los ratones C57BL/6J
se alcanzaron concentraciones plasmaticas superiores a 100 mg/dl. Por lo
tanto, el empleo del protocolo DID es mas adecuado en esta cepa de
ratones. La importancia de la seleccion de la cepa de raton debe también
tenerse en cuenta al aplicar procedimientos de DID a animales transgénicos
y modelos de ratones knockout. En muchos casos, la ingenieria genética
crea subcepas de ratones que consumen moderadas cantidades de etanol
(Belknap et al., 1993) y dejan de mostrar una suficiente ingesta de alcohol
con el consiguiente efecto sobre las concentraciones plasméaticas (Rhodes
et al., 2007). Esta potencial limitacion puede ser superada intentando
producir ratones con un fondo CB57BL/6 a través de multiples generaciones
para producir ratones que son en un casi 100% con un fondo genético
CB57BL/6.

4. Los ratones CB57BL/6J podrian desarrollar una sensibilidad reducida
a los componentes de sabor adverso del etanol y, por lo tanto, estar
dispuestos a consumir mas. Si bien este argumento no se puede descartar

por completo, no hay evidencias que lo demuestren. En principio los
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animales muestran la ingesta de etanol relativamente estable durante el
procedimiento DID de 4 dias (Rhodes et al., 2005). Pero si los ratones
desarrollasen una sensibilidad reducida a los componentes adversos del
etanol esto aumentaria gradualmente y seria probablemente mas evidente
con repetidos protocolo DID a lo largo de mas semanas. Sin embargo se ha
demostrado recientemente que los niveles de consumo de etanol no
aumentaron, incluso después de 10 ciclos de DID (Cox et al., 2013).

5. Otra limitacion es la imposibilidad de eleccion para una fuente
alternativa de liquido en las horas donde los ratones tienen acceso
exclusivamente a etanol. Esto aumenta la probabilidad de que los altos
niveles de alcohol obtenidos deriven de que los ratones se ven obligados a
elegir entre el consumo de alcohol y la sed que resulta de la supresiéon de
liquidos. Sin embargo, se ha demostrado que los ratones no se ven
obligados a beber etanol en este corto periodo de privacion de agua
(Crabbe et al., 2011), ya que pueden optar por no beber etanol como eligen
muchos otras cepas de animales que beben muy poca solucién de etanol en
la prueba DID (Rhodes et al., 2007). Ademas el alto consumo de etanol con
el protocolo DID no esta causado por la sed derivada de la
alimentacion(Lyons et al., 2008). En conjunto, pareceria poco probable que
el alto consumo de etanol derivado del protocolo DID sea el resultado de la

falta de una opcién de fluido alternativo que impida la sed.

En el estudio de la neurobiologia del etanol en binge drinking algunos
investigadores han hipotetizado que este protocolo DID se podia utilizar en
el estudio de la neurobiologia de la transicién desde el consumo de alcohol
hasta la dependencia de alcohol (Thiele, 2012). La sorprendentes similitud
entre los resultados obtenidos con los modelos de consumo de etanol binge
drinking "no-dependientes” (Lowery-Gionta et al., 2012; Sparrow et al.,
2012) y con modelos similares de ingesta de etanol “dependientes” (Gilpin et
al., 2011; Roberto et al., 2010), con respecto a la neuroplasticidad y a los
cambios en el sistema neuroquimico central, sugieren la posibilidad de que
mediante el empleo de los episodios repetidos del modelo DID, podria ser
posible estudiar la neurobiologia subyacente de la transicibn desde un

modelo de consumo no dependiente a un modelo de consumo dependiente.
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Respecto a este tema, un estudio reciente de ciclos repetidos de DID,
demuestra como aumenta el consumo voluntario de etanol a medida que
pasa el tiempo (Cox et al., 2013). En resumen, el procedimiento de DID es
un modelo animal de binge drinking que promueve el consumo de altos
niveles de etanol con consecuentes niveles plasmaticos
farmacoldgicamente relevantes en cepas de raton preferentes a etanol. En
este protocolo de acceso limitado se aprovecha el periodo de oscuridad del
ciclo del animal en el que las conductas de ingesta son elevadas. Sin
embargo, el alto consumo de etanol no parece ser consecuencia de la
necesidad de calorias y los ratones pueden consumir alcohol por via oral
por un tiempo sin sufrir efectos estresantes y potencialmente dolorosos
asociados a los modelos de intoxicacion que requieren la administracion
forzada del etanol por un experimentador. Por tanto se puede concluir que el
protocolo DID comparte una alta similitud con el modelo de ingesta de
alcohol en adolescentes siendo una herramienta ideal para el estudio de la
neurobiologia y la genética del binge drinking.

7. Etanol y neuroinflamacion

La inflamacién inmediata producida en el cerebro por infecciébn o dafio
cerebral es un mecanismo de defensa de las células inmunes para la
eliminacién de los cuerpos extrafios desde el sito de lesion del tejido, que se
asocia con una activacion de las células gliales asi como por la presencia de
infiltrados linfocitarios (Griffiths et al., 2007). En los microvasos cerebrales la
lesion del tejido es causada por el dafio oxidativo durante el estrés. Las
células del cerebro son extremamente susceptibles al dafio oxidativo debido
a que los niveles de antioxidantes enddgenos y exdgenos no son
abundantes en el cerebro (Lakhan et al., 2009). Las células inmunes se
agregan en el lumen del vaso donde se ha producido una lesién y aqui se
convierten en células altamente activadas y comienzan a infiltrarse en el
tejido cerebral. La infiltracion crénica de las células inmunes en el cerebro
como resultado de mediadores pro- y anti- inflamatorios junto con el dafio

oxidativo, conduce a la patologia de la neuroinflamacion. La inflamacion
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neurovascular estad integrada por una activacion compleja de células
endoteliales cerebrales, microglia, astrocitos y neuronas. En este proceso
inflamatorio las células neuronales son vulnerables y secretan agentes
toéxicos como citoquinas y productos oxidativos. La oxidaciéon mediada por
neuroinflamacion es una caracteristica comun en muchas enfermedades
neurologicas tales como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y en
esclerosis multiple (Lin y Beal, 2006; Maracchioni et al., 2007) puede ser
debida a una disfuncion de la BHE (Daneman y Rescigno, 2009).

La neuroinflamacién y neurodegeneracion inducidas por el alcohol siguen un
patron parecido respecto a la lesion del tejido y a la respuesta inmune
adaptativa. Hay crecientes evidencias de que el alcohol media la produccién
de citoquinas en todos los érganos importantes como pulmoén, higado,
intestino y cerebro causando dafio al tejido respectivo (Crews, 2006;
McClain et al., 2004). El equipo de Fulton Crews (Crews et al., 2004)
demostrd que la secrecion de mediadores pro-inflamatorios (TNFa, LPS vy
MCP-1), debido a la ingesta crénica de alcohol, conduce a neuroinflamacion
y degeneracion neuronal (Qin et al., 2008; Vallés et al., 2004). Es
interesante observar que las neuroadaptaciones y la respuesta
neuroprotectora en los pacientes alcohdlicos crénicos parecen estar
relacionadas con la desregulacién del sistema NF-kB, factor de trascripcion
gue en un primer lugar aumenta para después disminuir tras el aumento de
sus inhibidores, como por ejemplo el homodimero p-50, y que este efecto
pueda ser un mecanismo de compensacion que permitiria una tolerancia
mejor a la estimulacién excesiva con etanol (Johansson et al., 2007,
Yakovleva et al., 2011). Actualmente se acepta que los microvasos
cerebrales son vulnerables al dafio neuronal y a la neuroinflamacion
inducida a través del metabolismo del alcohol (Haorah et al., 2005a; Haorah
et al., 2007; Haorah et al., 2005b). Se ha demostrado que las enzimas que
metabolizan el etanol como la alcohol deshidrogenasa, el citocromo P450
2E1 y la catalasa se localizan en el endotelio microvascular del cerebro
(Haorah et al., 2005b; Martinez et al., 2001; Zimatkin y Buben, 2006;
Zimatkin et al., 2006). Inicialmente, el metabolismo del alcohol en el
endotelio cerebral genera productos oxidativos y nitrosativos que causan

dafio oxidativo en la BHE y las células neuronales (Haorah et al., 2005a;
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Haorah et al., 2005b; Haorah et al., 2008a; Haorah et al.,, 2008b). La
alteraciéon oxidativa de la BHE aumenta su permeabilidad para los agentes
toxicos y la migracion de las células inmunes a través de la BHE (Haorah et
al., 2007; Haorah et al., 2008b). La singularidad del dafio oxidativo inducido
por el alcohol es que se produce en todos los tipos de células
neurovasculares porque cada tipo de célula es capaz de generar radicales
libres a través del metabolismo del etanol (Floreani et al., 2010; Haorah et
al., 2007; Haorah et al., 2008a). Un estudio reciente del 2011 ha descrito
como los sitios donde hay un dafio oxidativo de la BHE son también sitios
donde se encuentran agregaciones de células inmunes en los microvasos,
lo que abre el camino para la posterior aparicion de la inflamacion (Alikunju
et al.,, 2011). En la regulacion de todos estos procesos participan distintos
tipos de células del SNC segun las distintas funciones de cada tipo celular
(figura 14).

Figura 14: Representacion de las multiples interconexiones que se producen

entre los distintos tipos celulares del SNC.
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El alcohol aumenta la neuroinflamacién y altera la respuesta inmune en un
modelo animal de virus de la inmunodeficiencia humana-1(Potula et al.,
2006). La produccion de citoquinas se inicia por la sefializacion a través del
receptor de tipo Toll4 (TLR4) en respuesta a sus ligandos, bajo condiciones
de estrés y de diversas patologias. El TLR4 se activa estimulando las vias
de sefalizacion que incluyen IRAK/MAPK/NF-KB y AP-1. Se ha demostrado
también que la produccién del estrés oxidativo inducida por el etanol
desencadena la fosforilacion de la proteina tirosina quinasa SRC y del TLR4

en astrocitos (Floreani et al., 2010).

7.1 Etanol y receptores toll-like 4 (TLR4)

El receptor Toll-like 4 pertenece a la familia Toll-like (TLR), familia de
receptores expresados en distintos tipos celulares. Los TLR forman parte de
los receptores que reconocen patrones moleculares (PRR, Pattern
Recognition Receptores), un tipo de receptores que pueden reconocer
ciertas estructuras tipicas de los patdgenos, y por ello implicados en la
defensa del organismo y, en particular, en la inmunidad innata.

Los TLR se describieron por primera vez en 1988 por Hashimoto quien
identificé6 una proteina transmembrana implicada en la determinacién de la
polaridad dorso-ventral en larvas jovenes de Drosophila melanogaster
(Hashimoto et al., 1988; Stein et al., 1991). Posteriormente, también se le
atribuyd un papel crucial en la resistencia a las infecciones por hongos en la
mosca adulta, junto con otros péptidos antimicrobianos. La secuenciacion
del genoma de Drosophila melanogaster nos ha permitido revelar la
existencia de nueve proteinas que pertenecen todas a la misma familia Toll
(Tauszig et al., 2000). En los afios noventa se identifico la primera proteina
de mamifero estructuralmente relacionada con Drosophila que actualmente
se denomina receptor "Toll-like" 1 y 4 (Medzhitov et al., 1997; Nomura et al.,
1994). Los TLR descritos hasta el momento (trece) son diferentes en
humanos y ratones. Los TLRs 1-9 se conservan en ambas especies
mientras que el TLR10 en raton no es funcional, los genes 11-13 se han
perdido en el genoma humano durante la evolucion (Kawai y Akira, 2010).
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Los TLRs se expresan en diferentes tipos celulares tales como células B,
mastocitos (lwamura y Nakayama, 2008), células NK, células T reguladoras
(Sutmuller et al., 2007), macréfagos, monocitos, células dendriticas (Kaisho
y Akira, 2006), neutrofilos (Sabroe y Whyte, 2007), basofilos (Yoshimoto y
Nakanishi, 2006), asi como las células no inmunes como las células
epiteliales (Yoshimoto y Nakanishi, 2006) y las células endoteliales (Gibson
et al., 2008). Ademas, los TLRs estan presentes en el cerebro donde, hasta
hace poco, se creia que su expresion estaba limitada a las células gliales,
microglia (Olson y Miller, 2004), astrocitos (Bowman et al., 2003), y
oligodendrocitos. Durante los ultimos afios, se ha incrementado la evidencia
de la expresion de TLRs en las neuronas, lo que sugiere un papel
importante de la familia de estos receptores en las neuronas tanto en
condiciones fisiolégicas como en condiciones patologicas. Sin embargo,
estudios recientes sugieren que las neuronas expresan algunos TLRs (Tang
et al., 2007) como el TLR2 y el TLR4. Un estudio del laboratorio de Tang ha
descrito la presencia de mRNA de TLRs 1-9 vy los niveles proteicos de TLR
2,3y 4 en cultivos neuronales primarios de rata (Tang et al., 2007). Ademas
se ha observado la expresion de mRNA de los TLR 1-8 en neuronas in vivo
(Mishra et al., 2006). El papel atribuido clasicamente a los TLRs ha sido su
contribucion a los trastornos relacionados con la inmunidad. En cambio,
evidencias recientes sugieren que dichos receptores desempeiian un papel
importante en facilitar las condiciones neurodegenerativas. Otra
caracteristica sefialada recientemente es el papel de estos receptores en el
desarrollo; publicaciones recientes indican que los TLR ubicados en el SNC
estan involucrados en el desarrollo y en la neuroplasticidad en adultos
incluso en ausencia de activacion por agentes infectivos o de dafios en los
tejidos (Okun et al., 2011).

Trabajos recientes muestran la diferencia entre los efectos producidos por la
activacion de TLR en neuronas diferenciadas o en células progenitoras
neuronales, asi como se describen los efectos de TLR2 y TLR4 sobre la
diferenciacion neuronal. La presencia de estos receptores en neuronas se
ha comprobado en distintas regiones del cerebro como el hipocampo donde
se ha observado que la estimulacion directa de TLR4 por su ligando

exégeno, el lipopolisacéarido (LPS, componente principal de la membrana
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externa de las bacterias Gram-negativas (Lien et al.,, 2001), produce un
déficit de memoria a corto y a largo plazo (Jacewicz et al., 2009; Tarr et al.,
2011; Terrando et al., 2010).
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Figura 15: Resumen de la via de sefializacion de TLR4

La transduccién funcional de las sefiales de TLR (figura 15) es compleja y
se basa en la dimerizacién del receptor, asi como en la presencia de
proteinas accesorias y de co-receptores. Desde el punto de vista estructural
son glicoproteinas integradas por un dominio extracelular en semicirculo
gue consiste en una serie de repeticiones ricas de leucina y por unos
caracteristicos motivos de cisteina responsables de la unién de sus
ligandos. La region citoplasméatica de TLRs es compacta y glomerular con
unas colas que contienen el dominio TIR (Toll- IL-1 receptores), llamado asi
por sus regiones homologas a las porciones citoplasmaticas del receptor de
IL-1 (Akira, 2006), responsable de la activacion intracelular. Las vias de
sefalizacion activadas por los TLR se clasifican en dependiente de la
proteina adaptadora mieloide 88 (factor de diferenciacion mieloide 88,
MyD88, donde MyD se refiere a la diferenciacion mieloide y 88 al numero
del gen) e independiente de MyD88 que estd mediada por la proteina
adaptadora universal reclutada por todos los TLRs excepto TLR3 (Kawai y
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Akira, 2007). La dos vias causan la induccion transcripcional de un conjunto
de genes comunes (NF-kB, AP-1 o IRFs) e inducen la secrecion de
proteinas proinflamatorias, como citoquinas (McCoy y Tansey, 2008;
Takeda y Akira, 2004), proteasas y enzimas metabdlicas.

Cuando la activacion de la via es dependiente de MyD88, esta proteina se
recluta y asocia con los TLRs a través de los dominios TIR, mencionados
anteriormente. Este evento permite que MyD88 active IRAK-4 (cinasa 4
asociada al receptor de IL-1), el cual fosforila IRAK-1 y se une a la proteina
TRAF-6 (factor asociado al receptor de TNF). Este complejo se disocia e
interactta con un grupo proteico (TAK1, cinasa activada de TGFy TABl Yy 2,
proteinas de unién a TAK1), a partir del cual surgen dos vias independientes
de sefalizacion: una que lleva a la activacion de las MAPK (proteinas
kinasas activadas por mitégenos; (Barton y Medzhitov, 2003) y otra que
conduce a la activacion del factor nuclear kappa B (NFKB). La primera via
induce la fosforilacion de las MAPK (ERK, JNK y p38) y promueve la
translocacion al nucleo del factor AP-1 (proteina activadora-1; (Kawai y
Akira, 2006). AP-1 es una familia de factores de transcripcion implicados en
la proliferacion y en la supervivencia celular, en la apoptosis y en la
oncogénesis. Esta familia estd compuesta de homodimeros vy
heterodimeros de fos (c-fos, fosB, Fra-1 y Fra-2), Jun (c-jun, junB y junD) y
proteinas ATF (factor de activacién de la transcripcion, ATFa, ATF2, ATF3,
ATF4 y B-ATF,; (Karin et al., 1997). El prototipo AP-1 es un heterodimero c-
jun/c-fos, que, como se ha mencionado, son proteinas reguladas por las
vias de MAPK (Hess et al., 2004). C-fos y c-Jun dimerizan y se unen a sus
secuencias diana de ADN en el nucleo. Dichas proteinas necesitan ser
fosforiladas para ser activadas, modificacion realizada por las MAPK (Eferl y
Wagner, 2003). La segunda via induce la translocacion del complejo NFKB
(implicado en la regulacion de un gran niumero de genes involucrados en la
respuesta inmune) al nacleo donde se une a sus elementos de respuesta en
los promotores de algunos genes (Foster y Medzhitov, 2009) como el gen
de las citoquinas como TNFa. La dos vias inducen la produccion de la
citoquina TNFa (Shanley et al., 2001). La funcion principal del TNFa es la
regulacion de las células inmunes asi como su implicacion en otros

procesos celulares tales como la muerte apoptética, la diferenciacion, la
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proliferacion, carcinogénesis y replicacion viral. Por lo tanto, la activacion de
la via MyD88-dependiente conlleva la activacion de los factores de
transcripcion NF-KB y AP-1 y consecuente activacion de TNFa.

A diferencia de lo descrito anteriormente en células del sistema nervioso
como glia y células dendriticas, los resultados de la sefalizacién activada
por TLR4 en las neuronas son en gran parte desconocidos (figura 16). Las
neuronas expresan una variedad inusual de complejos del TLR4 con las
proteinas mieloides de diferenciacion (MD-1 y MD-2) y con el cumulo de
diferenciacion 14 (CD-14). Es posible que esta combinacidon de proteinas en
el TLR4 sea responsable de la sefializacién no candnica mediada por TLR4
en las neuronas donde la sefial parece no producir la translocacién al ndcleo
mediante el factor nuclear NFkB, ni trascribir el interferon-b (IFN-b), ni
activar las quinasas c-Jun N-terminal (JNK; (Tang et al., 2007). Esto sugiere
gue ninguna de las vias de sefializacidn tales como las que utilizan MyD88 y

TRIF son el resultado de la activacion de TLR4 en neuronas.
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Figura 16: Sefializacién TLR4 en células dendriticas e en células neuronales
(Okun et al., 2011).
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Estudios recientes han demostrado que la neuroinflamacién y la activacion
de los TLR expresados en el SNC participan en procesos heuropatolégicos
y neurodegenerativos (Chen et al., 2007) ya que una constante activacion
de la inmunidad innata puede promover procesos implicados en
neurodegeneracion (Marra et al., 2004). Ademas se ha demostrado que en
ratones TLR4-KO, donde esta suprimido el receptor se previenen isquemia y
dafio cerebral (Cao et al., 2007). Los procesos neuropatolégicos a través de
los cuales el etanol induce dafos cerebrales no estan claros; pero se ha
demostrado un papel clave del TLR4. La administracion crénica en ratas
activa vias de sefializacion asociadas a activacion del TLR4 y en cultivos
induce muerte neuronal (Vallés et al., 2004). Se ha demostrado ademas que
el etanol, en ausencia de otros ligandos como IL-6 o LPS, es capaz de
activar en ratones los TLR4 con su via de sefializacion en astrocitos (Blanco
et al., 2005; Blanco et al., 2008), microglia y macréfagos (Fernandez-Lizarbe
et al., 2008). Alfonso-Loeches et al demostraron el papel central del TLR4
en la neuroinflamacién inducida por el alcohol y la degeneracion neuronal
con el uso de ratones Knockout para el gen TLR4 (Alfonso-Loeches et al.,
2010) y en una revision del 2010 se describié el mecanismo por el cual
mediante estimulacion de los TLR se conecta el estrés oxidativo con la
inflamacion (Gill et al., 2010). Estos resultados sugirieron que los dafios
inducidos por el etanol pueden estar mediados por procesos de
neuroinflamacion y que la activacion del TLR4 podria ser importante en este
mecanismo (Blanco y Guerri, 2007).

8. Proteina del grupo de alta movilidad box1 (high
mobility group box 1, HMGB1)

Como se ha explicado en el aparato anterior el TLR4 es un receptor
transmembrana, cuyo ligando especifico es la endotoxina bacteriana LPS.
Recientemente se ha sugerido que es capaz de reconocer otros ligandos
enddégenos como el fibrindbgeno, acido hialurénico, fibronectinas o proteinas
de choque térmico (HSP60 y HSP70; (Rifkin et al., 2005). La proteina del
Grupo de Alta Movilidad Box1 (high mobility group box 1, HMGB1) es uno
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de dichos ligandos enddgenos. EI HMGB1, llamada también Anfoterina, se
describio primero como una proteina nuclear de unién al ADN y dltimamente
también se ha apuntado su participacion en la sefializacion extracelular
mediante la interaccion con diferentes receptores como los TLR2 y TLR4
(Park et al., 2006; Park et al., 2004; Rauvala y Rouhiainen, 2010; Volz et al.,
2010; Yang et al., 2010).

El HMGB1 es una proteina con un peso molecular de aproximadamente
30kDa y esta presente en el nucleo y en el citoplasma de células de
mamifero. Ha sido considerada durante mucho tiempo un regulador clave de
la formacion del nucleosoma y de la trascripcion génica (Allain et al., 1999;
Ellwood et al., 2000; Park et al., 2006; Stros et al., 2002; Verrijdt et al.,
2002). La liberacion excesiva de HMGB1 se ha asociado a dafio tisular
agudo y croénico (Bianchi y Manfredi, 2007). La concentracion de HMGB1
aumenta en muchas enfermedades como cancer, enfermedad de Alzheimer,
epilepsia del l6bulo temporal (ELT; Butler y Zeman, 2008; Giovagnoli y
Avanzini, 1999), lesién pulmonar aguda, enfermedad de Parkinson (Kehagia
et al., 2010), artritis reumatoide, lesiones cerebrales traumaéticas;
fundamentalmente los niveles de HMGB aumentan en dichas condiciones
en areas del cerebro relevantes en la patologia (Kobori et al., 2002;
Lindersson et al., 2004; Maroso et al., 2010; Yang et al., 2010). Por lo tanto,
el incremento de HMGBJ1 puede tener importantes implicaciones clinicas.
Ademas de su liberacién en respuesta al dafio y a la inflamacion (Maroso et
al., 2010; O'Connor et al.,, 2003; Qiu et al., 2014; Scaffidi et al., 2002)
recientemente, el hecho de que es capaz de aumentar la actividad de los
estimulos proinflamatorios, tales como IL - 1 y LPS (Hreggvidsdottir et al.,
2009; Sha et al., 2008), ha hecho que sea considerada como una citoquina
pro inflamatoria (Lotze y Tracey, 2005; O'Connor et al., 2003; Qiu et al.,
2008) con efecto similar, en el SNC, a las citoquinas TNF-a e IL-6. En
concordancia con estos datos la proteina HMGB1 atenta el LTP del
hipocampo y, de acuerdo con su capacidad de activar TLR4, conduce a la
fosforilacion de las MAPK (He et al., 2013). Estos datos sugieren que los
aumentos combinados en la expresion de HMGB1 y TLR4 en el hipocampo
y Su asociacién, pueden ser responsables de la disminucién en la

plasticidad sinaptica. Alteraciones del LTP y la memoria en ratones se
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atribuyeron a la activacion del TLR4 mediante la estimulacién por HMGB1
(Costello et al., 2011). Por lo tanto, es concebible que una de las
consecuencias del aumento de los niveles de HMGB1 puede ser el deterioro
de aprendizaje y memoria, y que dicho deterioro este mediado por TLR4.

La secrecion de HMGB1 se puede producir de forma pasiva por células que
han sufrido algun dafio o de forma activa por las células sometidas a
condiciones de estrés (Bonaldi et al., 2003; Gauley y Pisetsky, 2009; Scaffidi
et al., 2002; Youn y Shin, 2006). Los tipos celulares que liberan HMGB1 son
tanto neuronas como células gliales (Bonaldi et al., 2003; O'Connor et al.,
2003; Qiu et al., 2008; Scaffidi et al., 2002) pero la fuente celular del
aumento de la HMGBL1 en el hipocampo de ratones queda por determinar.

El alto contenido de lisina en la secuencia de Anfoterina (20% de los
residuos aminoacidicos) sugiere que la proteina podria ser sensible a la
plasmina, serina proteasa especifica de lisina presente como zimégeno
inactivo (plasmindgeno) en el plasma y en el liquido extracelular vy
cefalorraquideo. La plasmina interactia con sus receptores que se
encuentran en la superficie de la mayoria de tipos celulares en alta densidad
como por ejemplo en las células endoteliales. Uno de estos receptores
descritos es el HMGB1 (Parkkinen y Rauvala, 1991). Ademas se ha
demostrado que el activador del plasmindgeno tisular (t-PA), que cataliza la
formacion de plasmina a partir del plasminégeno, se encuentra en los
mismos lugares donde se encuentra la Anfoterina como por ejemplo en los
procesos celulares y en substrato adherido a las células neurales (Krystosek
y Seeds, 1986).

9. ETANOL Y BHE

El abuso de dosis elevadas de alcohol estd asociado con cambios en la
estructura de las uniones estrechas (Haorah et al., 2005a; Haorah et al.,
2005b) y en la permeabilidad de la BHE (Cornford et al., 1982). En modelos
animales de administracion crénica de etanol (hasta 30 dias a través de
administracion intragastrica 8-11 g/kg/dia), se ha demostrado que la droga

puede contribuir a la aparicion de enfermedades neurodegenerativas y
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aumentar la permeabilidad de la BHE con evidentes dafios estructurales que
se manifiestan con aumento de la permeabilidad por *C-tirosina, *C-
triptéfano y **C-DOPA (Borisenko, 1990; Karwacka, 1980). Este efecto se
ha demostrado también en estudios de administracion forzada en perro
(Gulati et al., 1985) con la utilizacion de distintas concentraciones de etanol
(30-90% de alcohol) que producian intoxicacién dosis-dependiente. Tras
intoxicacion con etanol a través de sonda intragastrica (etanol 25% cada 8
horas durante 4 dias, concentraciones plasmaticas de 354 mg/dl) en
hipocampo y corteza entorinal de rata (Marshall et al., 2013) no se observan
cambios en la extravasacion de IgG.

A pesar de la gravedad de los cambios en la permeabilidad de la BHE
relacionados con la administracion cronica de alcohol, los mecanismos
subyacentes todavia no estan claros.

Existen escasos estudios sobre el efecto agudo del etanol en la BHE. Una
administracion Unica de etanol 3 g/kg no produce ningun cambio en la
extravasacion de evans blue (Elmas et al., 2001). Por otro lado, la
administracion aguda de etanol junto con un barbitdrico induce dafios
estructurales en las células endoteliales de los capilares cerebrales de ratas
(Stewart et al., 1988).

Los productos oxidativos y nitrosativos producidos en todos los tipos
celulares (Floreani et al., 2010; Haorah et al., 2007; Haorah et al., 2008a)
por el metabolismo del etanol, inducen en cultivos de bovino y en cultivos
celulares de humanos (células endoteliales microvasculares del cerebro, en
ingles BMVEC) fosforilacion de las uniones estrechas (ocludina y claudin-5)
gue provocaria la alteracién y el aumento de la permeabilidad de la BHE
(Haorah et al., 2005a; Haorah et al., 2005b; Haorah et al., 2008a; Saleena et
al., 2001). La implicacion de la alteracion de la estructura de las proteinas
de las uniones estrechas como ocludina y ZO1 en los efectos mediados por
etanol se ha demostrado en otros estudios en cultivos humanos donde se
observa como el aumento de acetaldehido induce destruccion de las
uniones estrechas con un consecuente aumento de permeabilidad de la
BHE (Atkinson y Rao, 2001) y de ratas (Bell et al., 2010).
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El modelo animal de binge drinking llamado DID es un procedimiento que
promueve altos niveles de consumo de alcohol con concentraciones
plasmaticas farmacologicamente relevantes, mayores de 100 mg/dl (Rhodes et
al., 2005). La variacion mas comun del procedimiento DID utiliza ratones
C57BL/6J alojados individualmente e implica la sustitucion de la botella de
agua por una botella que contiene etanol al 20 % durante 2-4 horas,
comenzando 3 h tras el inicio del ciclo de oscuridad (momento del ciclo en el
cual las conductas de ingesta son mas elevadas). Este protocolo no requiere
entrenamiento de los animales ni compuestos dulces para motivar el consumo
y no los somete al estrés y al posible dolor de una administracién por parte del
experimentador. Estas caracteristicas y el grado de consumo que se alcanza
en el procedimiento DID permiten que este modelo simule el consumo de
etanol por parte de adultos jovenes (binge drinking).Aunque no existen datos
sobre el efecto que produce el consumo de etanol en el paradigma DID sobre
la permeabilidad de la BHE, se ha demostrado que el consumo crénico de
etanol produce cambios estructurales en la BHE aumentando su permeabilidad
(Borisenko, 1990; Karwacka, 1980). Este efecto se ha observado en estudios
animales en los que se realiza la administracion forzada de dosis elevadas de
etanol que inducen intoxicacion (Gulati et al., 1985) de etanol. El abuso de
etanol induce cambios en factores clave que controlan la permeabilidad de la
BHE como las enzimas MMPs (Abdul Muneer et al., 2012) que se ocupan
principalmente de la remodelacién de la matriz extracelular (Candelario-Jalil et
al., 2009) la t-PA (Skrzypiec et al., 2009), la cuya actividad se modifica en
cultivos tras exposicién a etanol (Aikens et al., 1998; Tabengwa et al., 2002).
Por otra parte, estudios de administracion crénica han demostrado que el
etanol induce activacion microglial y astroglial (Blanco y Guerri, 2007
Fernandez-Lizarbe et al., 2009; Fernandez et al., 2013; Vallés et al., 2004) y
muerte neuronal (Fernandez et al.,, 2013; Vallés et al., 2004). En estos
procesos desarrollan un papel fundamental los receptores Toll-like (TLR) y en
particular el TLR4, tanto en microglia (Fernandez-Lizarbe et al., 2009) como en
astroglia (Alfonso-Loeches et al., 2010). El hipocampo juega un papel
fundamental en funciones cognitivas y memoria, funciones afectadas por el

consumo agudo y cronico de etanol (Oslin y Cary, 2003).
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1. Hipétesis

El consumo intensivo y repetido de etanol utilizando el paradigma DID produce

cambios en la matriz extracelular que comprometen la integridad de la BHE en

hipocampo y que estan causados por un incremento en la actividad de

metaloproteinasas y t-PA. Las alteraciones en la permeabilidad de la BHE

producidas por etanol son consecuencia de una estimulacion del TLR4 y la

consecuente activacion de MAPK

2. Objetivos generales

1. Evaluar los cambios inducidos por el consumo de etanol en el paradigma

DID sobre la integridad y la permeabilidad de la BHE e identificar los
mecanismos implicados

Estudiar la respuesta glial y la muerte neuronal inducida por etanol
utilizando el protocolo DID.

Evaluar los cambios inducidos por el consumo de etanol en el paradigma
DID sobre la integridad y la permeabilidad de la BHE, sobre la respuesta

glial y sobre la muerte neuronal en animales TLR4-KO.

3. Objetivos especificos:

Determinar el efecto del consumo de etanol en el paradigma DID sobre:

1.

o B~ w N

Extravasacion de IgG al parénquima cerebral y expresion de dos
proteinas de la lamina basal, laminina y colageno IV.

Actividad enzimatica de las gelatinasas MMP-9 y MMP-2.

Actividad enzimética de MMP-3.

Actividad enzimatica y expresion de t-PA.

Activacion microglial mediante el marcador Iba-1 y astroglial mediante
GFAP y S100B.

Muerte neuronal mediante el marcador Fluoro-Jade.

Expresion del TLR4 y de las proteinas implicadas en su sefalizacion,
HMGB1, MyD88, MAPK y AP-1.

Extravasacion de IgG, expresion de las proteinas de la lamina basal,

activacion glial y muerte neuronal en ratones TLR4-KO.
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1. Animales

Para el desarrollo de esta Tesis Doctoral se utilizaron: ratones macho
C57BL/6J (figura 18) (Harlan, Barcelona) con un peso inicial comprendido entre
20 y 25 gramos de aproximadamente 6-7 semanas de edad, ratones silvestres
(Wild-type, WT) de la cepa C57BL/6 (Harlan Ibérica S.L., Barcelona) y ratones
TLR4 Knockout (TLR4-KO) mutantes (con un fondo genético C57BL/6),
procedentes originalmente del Dr. S. Akira (Universidad de Osaka, Suita-
Japon) y cedidos por la Dra. Consuelo Guerri (Patologia Celular, Centro de
Investigacion Principe Felipe, Valencia). Todos los animales se han mantenido,
en grupos o aislados, en el animalario de la Universidad Complutense
(Facultad de Medicina) con un ciclo de luz-oscuridad invertido de 12h, en
condiciones controladas de temperatura (21+ 2°C) y humedad (50-60%) y con
disponibilidad ad libitum de agua y comida. En esta Tesis Doctoral cada
procedimiento experimental se ha realizado de acuerdo a la normativa
estipulada por el Comité de Experimentacion Animal de la Universidad
Complutense y conforme a la Regulacion Europea y Espafiola, Directiva
Europea 2010/63/CE, Real Decreto Espafiol 53/2013 y ley 6/2013, del 11 de
junio 2013 (B.O.E. n°140, 12 de Junio de 2013).

El manejo y el cuidado de los animales se han realizado con el objetivo de

minimizar su sufrimiento y su malestar intentando reducir al maximo el nimero

de ratones por grupo.

Figura 18: Raton C57BL/6J
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2. Modelo experimental: Consumo de etanol en la
oscuridad (Drinking in the Dark, DID)

En esta Tesis Doctoral se ha utilizado el modelo de consumo de etanol en la
oscuridad conocido en la literatura internacional como Drinking in the Dark
(Crabbe et al., 2011; Sparta et al., 2008). Este paradigma esta admitido como
un modelo animal de consumo intensivo (binge drinking) de etanol que da lugar
a concentraciones plasmaticas superiores a 100mg/dl. EI modelo DID fue
descrito originariamente por el grupo de Crabbe (Crabbe et al., 2005).

Previamente a la aplicacion del protocolo DID, los animales se situaron en una
habitacién con ciclo invertido (9:00/21:00) durante 10 dias. Se mantuvieron
agrupados en grupos de 6 y tuvieron libre acceso a comida y agua. A
continuacion se colocaron en jaulas individuales de policarbamato especificas
para raton (tipo 22.2cm de longitud x 16.5cm de ancho x 14cm de alto,
superficie del suelo 363cm?, EH-II-1264, EHRET Gmbh & Co. KG Labor- und
Pharmatechink, Alemania), igualmente teniendo libre acceso a comida y agua.
Durante 7 dias los ratones fueron habituados a beber agua de pipetas
serologicas de plastico de 25ml graduadas a intervalos de 0.1ml y colocados
siempre en el lado izquierdo de la jaula. A continuacién los animales fueron
expuestos a etanol durante el periodo de oscuridad. Tres horas después de
apagar la luz, la pipeta de agua fue sustituida por una pipeta graduada que
contenia etanol al 20%. Esta pipeta se mantuvo durante 2h los 3 primeros dias
y 4h el cuarto dia. Algunos grupos de animales fueron sometidos Unicamente a
un ciclo de etanol y se sacrificaron el cuarto dia inmediatamente después de
las 4h de exposicion a etanol o 24h mas tarde (figura 19). En otros protocolos
experimentales los animales se mantuvieron con agua los dias 5, 6 y 7 tras la
exposicion a etanol y posteriormente se repitid el ciclo de consumo 3 veces
consecutivas (figura 20). Igualmente se sacrificaron inmediatamente después

de suprimir el consumo o 24h mas tarde.
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Habituacién
ciclo invertido

Aislamiento
T EtOH 20%

1|7

! s|D
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s|s
Oh 24h
Sacrificio

Figura 19: Representacion del modelo Drinking in the Dark (1 ciclo de

exposicion a etanol).

Habituacién
ciclo invertido
Aislamiento
T EtOH 20% EtOH 20% EtOH 20% EtOH 20%
117 S
0
D|D
I|I
AlA
S|s
Oh 24h Oh 24h
Sacrificio Sacrificio

Figura 20: Representacion del modelo Drinking in the Dark (4 ciclos de

exposicion a etanol).
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Utilizando este procedimiento, los ratones C57BL/6J consumen suficiente
etanol para lograr concentraciones plasmaticas de 80-100mg/dl (Lyons et al.,
2008; Rhodes et al., 2005; Rhodes et al., 2007). Este protocolo de acceso
limitado tiene la ventaja de que el momento del ciclo circadiano en el cual se
exponen los animales a etanol coincide con el momento mas activo de los
animales; este hecho hace que la ingesta de etanol sea mas elevada. El
procedimiento DID provoca un consumo intensivo y no requiere una amplia
formacion ni la inclusion de compuestos dulces para obtener altos niveles de
consumo de etanol.

Las soluciones de etanol se prepararon a partir de etanol anhidro absoluto
(Ethanol absolute, Aditio, Panreac) el cual se diluy6 al 20% de etanol (v /v) con
agua corriente.

La construccion de los tubos de bebida se realiz6 siguiendo el método de Tordff
& Bachmanov (2005) explicado con detalle en la péagina web
www.monell.ora/MMTPP (figura 21).

Los animales se pesaron todos los dias a lo largo del protocolo experimental.

Figura 21: Representacion de las pipetas.
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Los grupos experimentales que se han empleado en el desarrollo de la

presente Tesis Doctoral fueron los siguientes:

Grupos experimentales:

o 00k wbdh R

Grupo control C57BL/6J

Grupo etanol C57BL/6J

Grupo control WT C57BL/6
Grupo etanol WT C57BL/6
Grupo control TLR4-KO C57BL/6
Grupo etanol TLR4-KO C57BL/6

Para cada grupo experimental se utilizaron diferentes técnicas segun el tipo de

tejido disponible (tabla 3).

L Sacrificio y
Grupos Exposicién al » o o
) obtencion Técnicas utilizadas
experimentales | protocolo DID N
de tejido
- 1ly4ciclos - Fijacion del - Western blot: expresién de t-PA, TLR4,

Ratones
C57BL/6J
controles y

expuestos a

sacrificando a
los animales
inmediatamente

después de la

tejido cerebral
mediante
perfusion con

paraformaldehido

MyD88, MAPK, c-fos, HMGB1.
- Zimografia en gel: activacion enzimatica
de MMP-9, MMP-2, MMP-3, t-PA.

- Inmunohistoquimica: extravasacion de

| retirada del - Extraccion del IgG, expresion de laminina, expresion de
etano
etanol y a las hipocampo coladgeno 1V, expresion de GFAP,
24h. (tejido fresco) expresion de S100B, expresion de Iba-1y
fluorojade.
Ratones - 4 ciclos, L ] o y
. - Fijacion del - Inmunohistoquimica: extravasacion de
WT y TLR4-KO | sacrificando a . y o y
) tejido cerebral IgG, expresion de laminina, expresion de
controles y los animales

expuestos a

etanol

24h después de
la retirada de

etanol

mediante
perfusion con

paraformaldehido

colageno, expresiéon de GFAP, expresion

de S100B, expresion de lba-1 y fluorojade.

Tabla 3: Resumen de las técnicas utilizadas en cada grupo experimental:
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3. Diseno experimental

Las distintas determinaciones se realizaron en el hipocampo de raton debido a
que es una estructura muy susceptible al dafio neuronal producido por el
consumo de etanol. Una consecuencia importante de la ingesta de etanol es el
deterioro de la memoria y del aprendizaje dependientes del hipocampo (Cagetti
et al., 2004; Lukoyanov et al., 2003) que se produce como consecuencia de la
vulnerabilidad y de la neurodegeneracion que induce el etanol en esta

estructura cerebral.

3.1 Efecto del etanol sobre parametros indicativos de
alteraciones en la integridad de la barrera hematoencefalica
(BHE)

Los animales fueron sometidos a 1 o 4 ciclos de consumo de etanol y
sacrificados inmediatamente después de la retirada del etanol o 24h mas tarde.
Se estudi6 el efecto del etanol sobre la actividad de MMP-2, MMP-9 y MMP-3
mediante zimografia en gel. Se evalud la expresion de laminina y de colageno
IV y la extravasacion de IgG mediante inmunofluorescencia en los diferentes
subcampos del hipocampo: CAl, CA3 y giro dentado (GD). Como se ha
explicado en la introduccion, diferentes subregiones del hipocampo participan
en distintos procesos mnemonicos: en la codificacion de nuevas informaciones
participan sobretodo el giro dentado (en la memoria espacial) y CALl (en la
memoria temporal; Kesner et al., 2000), en el patron de asociacién participan
CA1l y sobretodo es importante CA3 (Rolls and Kesner, 2006) y en la memoria

a corto plazo participa principalmente la CA3 (Kesner et al., 2000).

3.2 Efectos del etanol sobre parametros indicativos de

neuroinflamacion.

3.2.1 Efectos del etanol sobre la activacién glial
Los animales fueron sometidos a 1 o 4 ciclos de consumo de etanol y

sacrificados inmediatamente después de la retirada del etanol o 24h mas tarde.
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Se estudidé el efecto del etanol sobre la expresion microglial y astroglial
mediante inmunofluorescencia utilizando el marcador lba-1 para microglia
activa y, GFAP y S100B para marcar poblaciones astrogliales en las diferentes

zonas del hipocampo: giro dentado, CA1 y CA3.

3.2.2 Efectos del etanol sobre la expresion del receptor de tipo Toll 4 y
mediadores de sefializacion intracelular de este receptor (MyD88, ERK,
c-fos)

Los animales fueron sometidos a 4 ciclos de consumo de etanol y sacrificados
inmediatamente después de la retirada del etanol o 24h més tarde. En estos
experimentos y en los siguientes, se eligié el paradigma de 4 ciclos en base a
que los resultados obtenidos en parametros de BHE y en parametros de
activacion glial, revelaron la existencia de efectos mas pronunciados después
de 4 ciclos de exposicién a etanol e incluso de efectos que no se observaban
tras 1 ciclo de consumo (ver resultados).

Mediante Western blot se estudido la expresion de TLR4 y de diferentes
proteinas fundamentales para su sefalizacion intracelular. Se analizaron: la
proteina de diferenciacion mieloide MyD88, la kinasa ERK1/2 (extracellularly
regulated kinase), tanto la forma fosforilada como la proteina total, y la

subunidad c-fos del factor de trascripcion AP1 (activator proteina-1).

3.2.3 Efectos del etanol sobre la expresion de HMGB1

Los animales fueron sometidos a 4 ciclos de consumo de etanol y sacrificados
inmediatamente después de la retirada del etanol o 24h mas tarde.

La HMGB1 proteina (High Mobility Group Box 1) o anfoterina, es una proteina
ligando de receptores de membrana como RAGE, TLR2 y TLR4. La union de la
proteina al receptor inicia una cascada de sefializacion intracelular que induce
la actividad transcripcional de NF-kB y la aparicibn de una respuesta
inflamatoria. Se analiz6 la expresién de proteina HMGB1 mediante Western
blot.
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3.3 Efectos del etanol sobre la muerte neuronal

Los animales fueron sometidos a 4 ciclos de consumo de etanol y sacrificados
inmediatamente después de la retirada del etanol o 24h mas tarde.

Para evaluar el efecto del etanol sobre la muerte neuronal se ha utilizado un
andlisis histolégico mediante tincion de fluorojade que es un derivado de
fluoresceina anidnico que permite la tincion selectiva de los cuerpos celulares,
los axones, y los terminales neuronales que sufren degeneracion (Schmued et
al., 1997; Schmued and Hopkins, 2000). Se han analizado las diferentes zonas

del hipocampo: CA1, CA3y giro dentado.

4. Descripcion de las técnicas experimentales

4.1 Cuantificacion de los niveles de etanol en plasma

Para determinar las concentraciones plasmaticas de etanol se recogieron
muestras de sangre en jeringas heparinizadas del ventriculo izquierdo del
corazén de los animales anestesiados durante el protocolo de perfusion.

Las muestras se centrifugaron en tubos Eppendorf heparinizados (un 10% del
volumen total) durante 5 min., dos veces a 3500 rpm y se inyectaron en un
analizador de etanol (AM1, Analox, U.K.) (Naassila et al., 2004). El fundamento
de este método consiste en que el etanol se oxida por la enzima alcohol
oxidasa en presencia de oxigeno molecular, por tanto el consumo de oxigeno
es directamente proporcional a la concentracion de alcohol. Los niveles de
etanol en plasma fueron calculados como mg/dl utilizando un estandar de 100

mg/dl de etanol.

4.2 Determinacion de expresion proteica

4.2.1 Extraccion y homogenizacion de la muestra

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical y decapitacion
inmediatamente después de haber retirado el etanol o a las 24h, tanto en los
estudios de un ciclo como en los estudios de 4 ciclos de consumo.

Se extrajo el cerebro y se diseccioné sobre hielo picado para obtener el

hipocampo. Las estructuras cerebrales extraidas se colocaron rapidamente
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sobre hielo seco y se congelaron a -80°C hasta el dia del ensayo. Las muestras
se pesaron en una balanza de precision (Electronic Balance BP61S, Sartorius,
Alemania). El tejido fue homogenizado en 750ul de tampon de lisis (Tris base
50mM, MgCl, 2mM, NaCl 100mM, NP-40 1%, pH =7,4) conteniendo inhibidores
de fosfatasas 1% y de proteasas 5% (Phosphatase/ Protease Inhibitor
Cocktail, Sigma, Madrid, Espafia). El homogeneizado se pas6 por una jeringa
acoplada con una aguja de 27G para romper cualquier tejido residual no bien
homogeneizado. A continuacion se alicuotaron las muestras y se midio su
concentracién proteica por el método de DC™ Protein Assay. Se almacenaron
a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

La medicion de la concentracion proteica de las muestras se realizé segun las
indicaciones del DC™ Protein Assay (Bio-Rad) empleando una curva estandar
de albumina de suero bovino (BSA; 0-1.5mg/ml). Se determiné la absorbancia
a una longitud de onda de 750 nm (Lector de placas Elx 808, Bio-tek,
Instruments, Inc., EE.UU.).

4.2.2 Western blot

La determinacion de la expresion proteica se realiz6 mediante la técnica de
Western blot. Para ello se hirvieron 15 ug de proteina en tampon de carga 4x
(Tris-HCI 250mM pH 6,8, SDS 8%, glicerol 10%, DTT 2%, azul de bromofenol)
3:1 a 95°C durante 5 min. y se separaron mediante SDS-PAGE. Tras la
electroforesis se transfirieron las proteinas a una membrana de PVDF (tamafio
de poro 0.45um, Hybond-P, GE Healthcare, Espafia) en tampon de
transferencia (25mM Tris-HCL, 192mM glicina, 20% metanol). Para minimizar
las uniones inespecificas de los anticuerpos a la membrana, se incubaron las
membranas en tampén TBS con 0.1% Tween 20 (TBST) y 5% de leche
desnatada a temperatura ambiente durante un minimo de 1h. Se afadieron
después los correspondientes anticuerpos primarios (ver tabla 4) y se
incubaron a 4°C en agitacion durante toda la noche o, segun la proteina,
durante un minimo de 2h. Posteriormente se realizaron 3 lavados en TBST
para eliminar restos de anticuerpo y uniones inespecificas. A continuacion se
incubaron las membranas con su correspondiente anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano (HRP:Horse radish peroxidase; ver tabla

5) durante 1h a temperatura ambiente. Tras la incubacion con el anticuerpo
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secundario se realizaron 3 lavados en TBST. Se confirmo la homogeneidad de
proteina cargada mediante la expresion de B-actina proteina del citoesqueleto
de las células reconocida como control de carga. La inmunoreactividad de las
bandas se detectd mediante un sistema de quimioluminiscencia para Western
blot (ECL Plus™ Western blotting deteccion kit, GE Healthcare, Espafia)
seguido de la exposicion de las membranas en el Odyssey (Licor, Alemania).
La cuantificacion de las bandas se realiz6 mediante el programa ImageJ
Software version 1.42q (NIH, Maryland, EE.UU) y se refiri6 a la
inmunoreactividad de la B-actina. Los niveles de proteina se calcularon

respecto al porcentaje de la media de los animales control.
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) ) ) o Casa Peso
Anticuerpo anti- Referencia Huésped Dilucion )
Comercial Molecular
Sigma
B-actina A5441 Raton 1:10000 (Barcelona, 45 kDa
Espafia)
Sigma
Tubulina T221 Conejo 1:10000 (Barcelona, 55 kDa
Espafia)
Cell Signalin
ERK 4695S Conejo 1:10000 g g 44 kDa
(USA)
Cell Signalin
4370L ] g g
p-ERK Conejo 1:1000 (USA) 44 kDa
SC15346 ] Santa Cruz
t-PA Conejo 1:1000 67 kDa
(USA)
SC16240 Santa Cruz
TLR4 Cabra 1:50 95 kDa
(USA)
AB2064 )
MyD88 Conejo 1:800 Abcam (UK) 30 kDa
Santa Cruz
c-fos SC82 Conejo 1:500 30 kDa
(USA)
HMGB1 AB18256 Conejo 1:800 Abcam (UK) 30 kDa

Tabla 4: Resumen de los anticuerpos primarios utilizados para Western blot

Anticuerpo anti- Referencia | Huésped | Dilucion Casa Comercial
) _ GE/Healthcare (Alemania)
Anti-mouse IgG HRP NA931V Oveja 1.5000
_ _ Santa Cruz (EE.UU)
Anti-rabbit IgG HRP SC2305 Burro 1:5000
1:2000 Sigma (Barcelona,
Anti-goat IgG HRP SC18351 Conejo ' Espafia)
1:5000

Tabla 5: Resumen de los anticuerpos secundarios utilizados para Western blot
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4.3 Actividad de metaloproteinasas

La determinacion de la actividad de las metaloproteinasas se estudié en
muestras de hipocampo mediante la homogenizacion manual en 750ul de
tampon de lisis (Tris base 50mM, MgCl, 2mM, NaCl 100mM, NP-40 1%,
pH=7.4, inhibidores de fosfatasas 1% y de proteasas 5%)

El homogenado se hizo pasar a través de un bisel de la aguja de una jeringa
hipodérmica con agujas de 27G para romper las fracciones que permanecieran
enteras. El estudio se llevdo a cabo mediante dos procedimientos: por
zimografia en gel de gelatina y por zimografia en gel de caseina.

4.3.1 Zimografia en gel de gelatina

Las muestras obtenidas previamente se sometieron a zimografia en gel en la
que las proteinas se separan en funcién de su peso por electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (con dodecilsulfato sédico, SDS) no reductoras.
Las muestras previamente homogeneizadas se diluyeron en un tampon de
carga 4x (Tris-HCI 250mM pH6,8, SDS 8%, glicerol 10%, DTT 2%, azul de
bromofenol) 3:1 y se cargaron 15 pg de muestra previamente calentada 15 min.
a 37°C. La separacion se realiza en un gel de poliacrilamida que contiene un
sustrato especifico de la metaloproteinasa a analizar (gel al 9% de
poliacrilamida con 1% de gelatina) y que se co-polimeriza con la acrilamida.
Durante la electroforesis, el SDS provoca la desnaturalizacion de la enzima y
por tanto su inactivacion. Tras la electroforesis, el gel se lava 1 h en agitacién a
temperatura ambiente en un tampén de activacion (Tris-HClI 50mM, CacCl,
6mM, ZnCl, 1,5uM, pH=7.4) al cual se afiade Tween-20 al 2.5% y que retira el
SDS que mantenia inhibida la reaccién enzimética. El gel con las enzimas
reactivadas se incuba a 37°C durante toda la nhoche en el tampdn de activacion
previamente descrito sin Tween-20, condiciones en las cuales la actividad del
enzima produce la degradacion del sustrato (gelatina) del gel. Después de la
incubacion, el gel se tifie durante 10 min con azul de Coomassie y se va
destifiendo con una solucion de destefiido (acido acético 10%, metanol 40%)
hasta que aparecen en el gel bandas claras sobre un fondo azul, que indican
donde el sustrato ha sido degradado por las MMPs. Se transfiri6 entonces el

gel a la solucion de parada (90% H,O, 10% &acido acético) y se digitalizé en
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escala de grises con un escéaner. La imagen fue densitometrada y cuantificada
(Snoek-van Beurden P and Von den Hoff JW 2005). La cuantificacion de las
bandas se realizé mediante el programa Image J Software version 1.42q (NIH,
Maryland, USA).

4.3.2 Zimografia en gel de caseina

Para estudiar la actividad de MMP-3 se utiliz6 un sustrato de caseina. La
separacion de las proteinas en la electroforesis se realiza en un gel de caseina
al 12% (Life Technologies, Espafa) siguiendo el mismo protocolo de la
zimografia de gelatina con la Unica diferencia en la cantidad de proteina
cargada, que en este protocolo ha sido de 30ug.

4.4 Actividad de t-PA

La determinacion de la actividad t-PA se estudio utilizando las muestras de
hipocampo empleadas en el estudio de las metaloproteinasas. El estudio se
llevé a cabo mediante zimografia en gel de t-PA.

4.4.1 Zimografia en gel de t-PA

Para estudiar la actividad de t-PA se utilizO un sustrato de caseina (Life
Technologies, Espafia) y plasminégeno (Merck-Millipore, Alemania). La
separacidn de las proteinas en la electroforesis se realiza en un gel de caseina
al 12% con un 1% de plasminégeno siguiendo el mismo protocolo de la
zimografia de gelatina con la Unica diferencia del tampdn de activacion (Tris-
HCI 0.1M, glicina 0.1M, EDTA 0.01M, pH=8).

5. Inmunohistoquimica

5.1 Preparacion del tejido

Se anestesiaron los animales con pentobarbital y se perfundieron
transcardialmente con 50ml de una solucion tamponada de fosfato (PB) 0.1M
con pH=7,4 seguida de 50ml de una solucion fijadora de paraformaldehido al
4%. Se extrajeron los cerebros y se postfijaron en solucion de

paraformaldehido al 4% toda la noche a 4°C para transferirlos después a una
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solucion de sacarosa al 30%. Se congelaron los cerebros mediante su inclusion
en Tissue-Tek y se realizaron cortes seriados de 30 um de todo el cerebro en el
criostato (Leica CM1950, Leica Microsystems, Nussloch, Alemania). Los cortes
se conservaron en una solucién de crioproteccion (etilenoglicol 30%, sacarosa
30%) a -20°C.

5.2 Técnica inmunohistoquimica

Los cortes atemperados se lavaron en PB y en PBT (PB conteniendo Triton® X-
100 0.1%) y se bloquearon durante una hora con una solucién de blogueo
(0.5% BSA, 10% suero de caballo en PB 0.1%, Triton® X-100) para minimizar
las uniones inespecificas de los anticuerpos. A continuacién, se incubaron toda
la noche a 4°C con los diferentes anticuerpos primarios (tabla 6) diluidos en la
misma solucion de bloqueo. Al dia siguiente se lavaron 3 veces durante 10 min
con la solucién de bloqueo y se incubaron con el anticuerpo secundario (tabla
7) diluido en la misma solucion de bloqueo durante 1h a temperatura ambiente.
Tras lavar dos veces con PBT y una vez con PB para quitar cualquier residuo
de Triton, se montaron los cortes en portas (Thermo Scientific) y se cubrieron
con el medio de montaje para inmunoflorescencia con marcador nuclear
(ProLong Gold con DAPI, Life Technologies, Espafia). Los cortes se
examinaron en el microscopio de epifluorescencia (Zeiss Axio Imager Al) y las
imagenes se obtuvieron mediante la cAmara asociada al microscopio (Axiocam
HRc) con el objetivo de 40x. Se tomaron 12 imagenes por animal de las
regiones del hipocampo giro dentado, CA1 y CA3. Para la cuantificacion de
estas imagenes se convirtieron a escala de grises y se midi6 la densidad
integrada o la intensidad media del marcaje en funcién del anticuerpo

empleado con el programa Image J (NIH).
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Anticuerpo Referencia | Huesped | Dilucién | Casa Comercial
anti-
Colageno IV ab 19808 Conejo 1:250 Abcam (UK)
Laminina L-9393 Conejo 1:1000 Sigma (Barcelona,
Espafa)
Iba-1 019-19741 Conejo 1:500 Wako (Japbn)
GFAP SAB2500462 | Cabra 1:1000 | Sigma (Barcelona,
Espafa)
S100B ab52642 Conejo 1:500 ABCAM (UK)
Tabla 6: Resumen de Ilos anticuerpos primarios utilizados para
inmunohistoquimica.
Anticuerpo anti- Referencia | Huesped | Dilucion Casa Comercial
AlexaFluor™ 594 anti- A21203 Burro 1:1000 Life technology
mouse IgG (Madrid, Espafia)
AlexaFluor™ 594 anti- A21207 Burro 1:1000 Life technology
rabbit IgG (Madrid, Espafia)
AlexaFluor™ 488 anti- A21206 Burro 1:1000 Life technology
rabbit IgG (Madrid, Espafia)
AlexaFluor™ 594 anti- 21468 Pollo 1:1000 Life technology
goat IgG (Madrid, Espafia)
Tabla 7: Resumen de los anticuerpos secundarios utlizados para

inmunohistoquimica.

5.2.1 Estudios de extravasaciéon de inmunoglobulina G

Como marcador de alteraciones en la permeabilidad de la BHE se utilizo la
cuantificacion de la extravasacion de 1gG del torrente sanguineo al parénquima
cerebral. Los cortes histolégicos fueron obtenidos como se ha descrito en el
apartado anterior. Se

empleé la técnica previamente descrita de
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inmunohistoquimica con una sola incubacion durante toda la noche del

anticuerpo Alexa Fluor™ 594 donkey anti-mouse IgG.

6. Estudio de muerte neuronal: Fluoro-Jade

Los cortes histologicos fueron obtenidos como se ha descrito previamente.
Después de montar los cortes en portaobjetos ionizados y dejarlos secar toda
la noche, se hidrataron mediante concentraciones decrecientes de etanol,
100%, 90%, 70% durante 5 min.

A continuacion los cortes se lavaron durante 1 min. en agua destilada para
dejarlos en una solucién de permanganato potasico 0.06% durante 15 min.
Después se lavaron 1 min mas y se incubaron con la solucién de trabajo de
Fluoro-Jade (AG325, Millipore) al 0.001% durante 30 min. Posteriormente se
lavaron y deshidrataron con concentraciones crecientes de etanol, 70%, 90%,
100% vy finalmente con xileno durante 5 min para cubrirlos con DPX (44581,
Sigma).

Los cortes se examinaron utilizando un microscopio confocal (Leica
Microsystems, Heidelberg, Germany) y las imagenes se obtuvieron con un
objetivo de 20x. Por cada animal se tomaron 2 campos del giro dentado del
hipocampo. A continuacion se realiz6 una cuantificacién del nimero de células

positivas por cada campo y por cada animal.

7. Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los experimentos se analizaron mediante la t de
Student cuando se compararon dos grupos. Si la comparacion se realizé entre
tres 0 mas grupos con el tratamiento como unico factor, se utilizé un andlisis de
varianza (ANOVA) de una via, seguido del test de Newman-Keuls. En los casos
en que intervenian 2 factores, cepa de raton y tratamiento, se utilizd un analisis
de varianza (ANOVA) de dos vias para medidas repetidas seguido del test
Bonferroni cuando se obtuvo un valor de F significativo, usando el programa de
anélisis de datos GraphPad Prism® (Graph Pad Software versién 5, San Diego,
EE.UU.)
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1. Consumo de Etanol

Se utilizé en roedores el paradigma Drinking in the Dark (DID), aceptado actualmente como
modelo de binge drinking. A pesar de existir cierta controversia en las opiniones de los
distintos autores, la mayoria coinciden en definir binge drinking como el consumo de 5
bebidas durante 2h consecutivas en el hombre y de 4 bebidas durante 2h en la mujer
alcanzando unos niveles plasmaticos de, al menos, 80 mg/dl. En ratones se habla de binge
drinking cuando la concentraciéon de etanol en la sangre alcanza al menos 100 mg/dl
(Lyons et al., 2008). El DID representa un modelo reproducible de intoxicacién por etanol
sin que llegue a haber dependencia (Lowery et al., 2010). Los animales tuvieron acceso al
etanol durante 4 dias consecutivos: los primeros 3 dias durante 2h y el cuarto dia durante
4h. En la figura 22 se pueden observar las cantidades de etanol consumidas por los
ratones a lo largo de los 4 dias en gramos de etanol por kilogramos de peso. Los dias del
ciclo siempre corresponden a lunes (dia 1), martes (dia 2), miércoles (dia 3), jueves (dia 4).
El andlisis cuantitativo mediante ANOVA de una via revela un efecto significativo
(F3,18=13.7, p=0.0001) del consumo de etanol. Analisis post-hoc indican que el consumo
el 4° dia de exposicion (6.4+0.9 g/kg) fue mayor que los tres primeros dias (1° dia:

2.4+0.24, 2° dia: 2.9+0.38, 3% dia: 2.9+0.3g/kg).
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Figura 22: Consumo de etanol durante 1 ciclo de DID. Los datos
muestran los gramos de etanol, por kilogramo de peso corporal,
consumidos durante la semana de exposicion. Los resultados muestran
la media £ E.E.M. (n=5). Diferente de dia 1: *** p<0.0001; diferente de
dia 2: 222 p<0.0001; diferente de dia 3: ®® p<0.0001.

En determinados estudios los animales se expusieron a 4 ciclos consecutivos de consumo
de etanol. Entre ciclos, hubo un periodo de 3 dias durante los cuales los animales no
tuvieron acceso a etanol. La figura 23 representa las cantidades de etanol consumidas
durante cada uno de los 4 ciclos de etanol. Las cantidades de etanol consumidas no varian
a lo largo de los ciclos. El andlisis mediante ANOVA de una via revela un efecto
significativo del consumo de alcohol durante el primer ciclo de consumo (F3,51=47.53,
p<0.0001), segundo (F3,49=31.54, p<0.0001), tercero (F3,50=26.43, p<0.0001) y cuarto
(F3,47=52.22, p<0.0001). Andlisis post-hoc indican que el consumo de etanol el dia 4 es
superior al de los dias 1, 2y 3 en el 1¥ ciclo (1% dia: 2.34+0.27, 2° dia: 2.13+0.23, 3% dia:
2.34+0.25, 4° dia: 6.22+0.37 g/kg), en el 2° ciclo (1*' dia: 2.69+0.26, 2° dia: 1.91 +0.22, 3%
dia: 2.08+0.161, 4° dia: 5.55+0.47 g/kg), en el 3% ciclo (1* dia: 2.91+0.39, 2° dia:
2.87+0.31, 3% dia: 2.95+0.21, 4° dia: 5.84+0.25 g/kg) y en el 4° ciclo (1*' dia: 2.9+0.24, 2°

dia: 2.31+0.17 3% dia: 2.03+0.23, 4° dia: 6.22+0.38 g/kg).
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Figura 23: Consumo de etanol durante 4 ciclos consecutivos de DID. Los datos representan
los gramos de etanol, por kilogramo de peso corporal, consumidos por los animales durante
las 4 semanas de exposicion. Los resultados se muestran como la media £ E.E.M. (n=14).
Diferente de dia 1: *** p<0.0001; diferente de dia 1: 22 p<0.0001; diferente de dia 3: *®
p<0.0001.

2. Concentracion plasmatica de etanol

Inmediatamente después de finalizar la exposicion a etanol, el dia 4 del primer ciclo, se
obtuvo una muestra de sangre desde el corazon del raton para la determinacion de los

niveles plasméticos de etanol. Los niveles alcanzados fueron 135.2+16 mg/dI.
3. Consumo de comida durante la exposicion a etanol

Una de las limitaciones del protocolo DID, fundamentalmente en experimentos que implican
varios ciclos de exposicién, es el posible impacto del consumo de etanol sobre la ingesta
de alimento y la consecuente variacion del peso corporal. Esto es debido a que la
intoxicacion de etanol se produce en el periodo circadiano en el cual los animales ingieren
la mayor parte de su alimento, las primeras horas del periodo de oscuridad. Por lo tanto se
monitorizaron los gramos de comida consumidos durante cada uno de los dias de los 4
ciclos de exposicion al etanol. EI ANOVA de dos vias indica que no se produce un efecto
significativo del tratamiento (F1,347=0.3951, p=0.5358) ni del tiempo (F15,347=0.5852,
p=0.8862) y que no hay interaccion entre los factores (F15,347=1.354, p=0.1681, figura
24).
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Figura 24. Consumo de comida durante 4 ciclos consecutivos de DID. Los datos
representan la media del consumo de comida en gramos por kilogramo de peso corporal.

Los resultados se muestran como la media + E.E.M. (n=14).
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4. Variacion en el peso corporal durante la exposicion a etanol

En la figura 25 se observa el peso de los ratones durante las semanas de exposicion a
etanol. EI ANOVA de dos vias indica que no se produce un efecto significativo del
tratamiento (F1,26=0.9885, p=0.3293) pero si del tiempo (F26,390=7.322, p<0.0001) y que
no hay interaccion entre los factores (F26,390=0.6838, p=0.8009). La ganancia de peso al
finalizar los ciclos en los animales controles y en los expuestos a etanol fue de 0.73g y de

0.51g, respectivamente (figura 25).
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Figura 25: Peso corporal de los animales durante 4 ciclos consecutivos de DID. Los datos
representan el peso corporal expresado en gramos. Los resultados se muestran como la
media + E.E.M. (n=14).

5. Temperatura rectal durante la exposicion a etanol

La temperatura rectal de los animales se mididé antes de iniciar la exposicion a etanol e
inmediatamente después de su retirada. El analisis cuantitativo mediante ANOVA de dos
vias indica que no se produce un efecto significativo del tratamiento (F1,136=0.1874,
p=0.6658) ni del tiempo (F3,136=1.452, p=0.2305) y que no hay interaccion entre los
factores (F3,136=0.5891, p=0.6232).
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Figura 26: Temperatura rectal de los animales antes e inmediatamente después
de haber retirado el etanol. Los datos representan la media de la temperatura
rectal en grados centigrados durante los 4 dias que componen un ciclo DID. Los

resultados se muestran como la media = E.E.M. (n=18).

6. Efecto de etanol sobre la extravasacion de Inmunoglobulina G

La barrera hematoencefélica (BHE) regula el transporte de nutrientes y otras sustancias e
impide el transporte de toxinas desde la sangre al cerebro. Uno de los marcadores de la
ruptura o del aumento de permeabilidad de la barrera hematoencefalica es la aparicion de
proteina enddgena inmunoglobulina G (IgG) en el parénquima cerebral. Los animales
fueron sacrificados inmediatamente después de haber retirado el etanol (Oh) o 24h mas

tarde.

En este estudio, se procedid a analizar la inmunorreactividad a IgG en hipocampo. El
ANOVA de una via revel6 un efecto significativo producido por la exposicion a 1 ciclo de
etanol en giro dentado (F2,11=10.25; p=0.0062), CAl (F2,11=20.58; p=0.0012) y CAS3
(F2,11=5.578; p=0.0236). El andlisis post-hoc indica que el etanol induce un incremento en
la inmunorreactividad a IgG en las tres zonas del hipocampo inmediatamente después de
finalizar el consumo (160.6% en giro dentado, 66% en CAly 151.5% en CA3) y a las 24h
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(137.9% en giro dentado, 179.4% en CAl y 124.2% en CA3). El ANOVA de una via
también revel6 un efecto significativo producido por la exposicion a 4 ciclos en giro dentado
(F2,15=21.71; p<0.0001), CAl (F2,15=9.401; p=0.0023) y CA3 (F2,15=14.31; p=0.0004). EI
analisis post-hoc indica que el etanol induce un incremento en la inmunorreactividad a 1gG
en las tres zonas del hipocampo inmediatamente después de finalizar el consumo (201.6%
en giro dentado, 66.1% en CAly 166.3% en CA3) y a las 24h (326.1% en giro dentado,
179.4% en CAly 128.8% en CAS3; figura 27).
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Figura 27. Efecto del etanol sobre la extravasacién de IgG en hipocampo. Las graficas
representan la cuantificacion de la inmunorreactividad de IgG en giro dentado (A), CA1 (B) y
CA3 (C) tras 1 y 4 ciclos de exposicion a etanol. Los animales fueron sacrificados
inmediatamente después de haber retirado el etanol o a las 24h. Las figuras muestran
imagenes de inmunofluorescencia (40x) representativas del aumento en la
inmunorreactividad de IgG enddgena en giro dentado (D), CAl1 (E) y CA3 (F) tras la
exposicién a 4 ciclos de etanol. Los resultados se expresan como la media + E.E.M. de la
intensidad integrada de fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo control
(n=5-6). Diferente de control: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.0001.
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7. Efecto de etanol sobre la inmunorreactividad de laminina y

colageno IV

Como muestran los resultados del apartado anterior, la exposicidbn a etanol induce un
aumento en la extravasacion de IgG. Siendo la extravasacion de esta inmunoglobulina en
el parénquima cerebral un marcador de la ruptura o del aumento de permeabilidad de la
BHE se procedid al andlisis de la expresion de dos de las principales proteinas
componentes de la lamina basal, laminina y colageno tipo IV. El estudio se efectud
mediante inmunohistoquimica en giro dentado, CA1 y CA3. Los animales fueron

sacrificados inmediatamente después de haber retirado el etanol (Oh) o 24h mas tarde.
7.1 Inmunorreactividad de laminina

En este estudio, se procedio a analizar la inmunorreactividad de laminina. EI ANOVA de
una via revel6 la ausencia de efecto significativo producido por la exposicién a 1 ciclo de
etanol en giro dentado (F2,14=0.1086; p=0.8980), CAl (F2,14=0.2576; p=0.7771) y CA3
(F2,14=0.9563; p=0.4141; figura 28). Sin embargo el ANOVA de una via revel6 un efecto
significativo producido por la exposicion a 4 ciclos de etanol en CAl (F2,18=8.210;
p=0.0029) y CA3 (F2,18=25.76; p=0.0001). Este efecto no se observé en giro dentado
(F2,18=0,1033; p=0.9024). Los analisis post-hoc indican que el etanol induce una
disminucién en la inmunorreactividad de laminina inmediatamente después de finalizar el
consumo en CA1 (28.7%) y en CA3 (26.8%) y 24h mas tarde en CAl (38.6%) y en CA3
(39.4%, figura 28 B, C).
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Figura 28: Efecto del etanol sobre la expresion de laminina en hipocampo. Las graficas
representan la cuantificacion de la inmunorreactividad de laminina en giro dentado (A), CAl
(B) y CA3 (C) tras 1 y 4 ciclos de exposicion a etanol. Los animales fueron sacrificados
inmediatamente después de haber retirado el etanol y a las 24h. Las figuras muestran
imagenes de inmunofluorescencia (40x) representativas de la disminucion en la
inmunorreactividad de laminina en CA1 (D) y en CA3 (E) tras la exposicion a 4 ciclos de
etanol. Los resultados se expresan como la media = E.E.M. de la intensidad integrada de
fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo control (n=5-6). Diferente de
control: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.0001.
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7.2 Inmunorreactividad de colageno IV

En este estudio, se procedid a analizar la inmunorreactividad de colageno IV en
hipocampo. Los animales fueron sacrificados inmediatamente después de haber retirado el
etanol (Oh) o 24h mas tarde.

El ANOVA de una via revelo un efecto significativo producido por la exposicién a 1 ciclo de
etanol en giro dentado (F2,14=8.682; p=0.004), CAl1 (F2,14=12.21; p=0.0009) y CA3
(F2,13=14.70; p=0.0008). El analisis post-hoc indica que el etanol induce una disminucién
en la inmunorreactividad de colageno IV en las areas CAl1 y CA3 del hipocampo
inmediatamente después de finalizar el consumo (66.6% en CA1y 42.3 % en CA3) y a las
24h (65.2% en CAly 76.1% en CA3). Sin embargo, en giro dentado solamente se aprecia
esta disminuciéon a las 24h (56.4%) (figura 29). EI| ANOVA de una via también revel6 un
efecto significativo producido por la exposicion a 4 ciclos de etanol en giro dentado
(F2,18=15.57; p=0.0001), CAl (F2,18=18.63; p=0.0001) y CA3 (F2,17=13.76; p=0.0002). EI
analisis post-hoc indica que el etanol induce una reduccion en la inmunorreactividad de
colageno IV en los tres subcampos del hipocampo inmediatamente después de finalizar el
consumo (41.4% en giro dentado, 46.9% en CAly 47.1% en CA3) y a las 24h (56.6% en
giro dentado, 68.8% en CAly 61.7% en CAS3; figura 29).
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Figura 29: Efecto del etanol sobre la expresion de colageno IV en hipocampo. Las gréficas
representan la cuantificacion de la inmunorreactividad de colageno IV en giro dentado (A),
CAl (B) y CA3 (C) tras 1 y 4 ciclos de exposicion a etanol. Los animales fueron sacrificados
inmediatamente después de haber retirado el etanol y a las 24h. Las figuras muestran
imagenes de inmunofluorescencia (40x) representativas de la disminucién en la
inmunorreactividad de colageno IV en giro dentado (D), CAl1 (E) y CA3 (F) tras la
exposicidon a 4 ciclos de etanol. Los resultados se expresan como la media + E.E.M. de la
intensidad integrada de fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo control
(n=5-6). Diferente de control: *p<0.05; **p<0.01; *** p<0.0001. Diferente de EtOH Oh: 24
p<0.01.

8. Efecto de etanol sobre la actividad enzimatica de MMP-9 y
MMP-2

Las enzimas metaloproteinasas han sido involucradas en gran variedad de procesos
celulares tales como proliferacion celular, angiogénesis, plasticidad neuronal o alteraciones
en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (Asahi et al., 2001). Teniendo en
cuenta que estas proteasas tienen como sustratos componentes de la matriz extracelular
(Savarin et al.,, 2011) y considerando los resultados mencionados anteriormente, se
determind la actividad enzimatica de las dos principales metaloproteinasas con actividad
gelatinasa MMP-2 (gelatinasa A) y MMP-9 (gelatinasa B), inmediatamente después de
haber retirado el etanol y 24 h mas tarde. Las determinaciones se realizaron tanto en
animales sometidos a un ciclo de exposicion de alcohol, como en animales sometidos a 4
ciclos. La figura 30 ilustra un zimograma representativo del hipocampo de un ratén control y
de ratones expuestos a etanol. El analisis zimografico revela la existencia unicamente de
formas activas de MMPs. Aparecen dos bandas para gelatinasas: MMP-9 activa a 97kDa y
MMP-2 activa a 64kDa. La exposicidon a etanol produjo cambios en la actividad de MMP-9
en el hipocampo pero no en la actividad de MMP-2. El andlisis cuantitativo mediante
ANOVA de una via de los datos obtenidos de las imagenes revelo un efecto significativo
producido por la exposicion a 1 ciclo de etanol sobre la actividad de la MMP-9
(F2,21=12.76, p=0.0003). El analisis post-hoc indica que el etanol induce una disminucién
en la actividad de MMP-9 inmediatamente después de finalizar el consumo (34.5%) y a las

24h (20.9%). Del mismo modo el ANOVA de una via revela un efecto significativo
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producido por la exposicién a 4 ciclos de etanol (F2,26=20.53, p<0.0001). El analisis post-
hoc indica que el etanol induce una disminucién en la actividad de MMP-9 inmediatamente
después de finalizar el consumo (20.7%) y a las 24h (28.1%; figura 30).
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Figura 30: Efecto del etanol sobre la actividad de MMP-9 en hipocampo. Las graficas Ay B
representan las variaciones de la actividad de MMP-9 tras 1 y 4 ciclos de exposicién a
etanol. Los animales fueron sacrificados inmediatamente después de haber retirado el
etanol y a las 24h. El panel C muestra los zimogramas representativos de la disminucion en
la actividad de MMP-9 (97kDa) tras la exposicion a 1 y 4 ciclos de etanol, inmediatamente
después de finalizar el consumo y a las 24h. Los resultados se muestran como la media +

E.E.M. de la actividad y en porcentaje respecto a la media del control, (n=11). Diferente de
control: **p<0.01; ***p < 0.001.
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Respecto a MMP-2, el andlisis cuantitativo de las imdgenes mediante ANOVA de una via
revela que la exposicion a 1 ciclo (F2,22=0.9247, p=0.4122) o a 4 ciclos (F2,27=0.9079,

p=0.4163) de etanol no produjo cambios sobre la actividad de esta gelatinasa (figura 31).
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Figura 31: Efecto del etanol sobre la actividad de MMP-2 en hipocampo. Las graficas Ay B

representan la actividad de MMP-2 tras 1 y 4 ciclos de exposicion a etanol. Los animales
fueron sacrificados inmediatamente después de haber retirado el etanol y a las 24h. La
figura C muestra los zimogramas representativos de la actividad de MMP-2 (64kDa) tras la
exposicion a 1y 4 ciclos de etanol, inmediatamente después de finalizar el consumo y a las
24h. Los resultados se muestran como la media £ E.E.M. de la actividad y en porcentaje

respecto a la media del control, (n=12).
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9. Cambios inducidos por etanol en la respuesta glial

El etanol, en algunos modelos experimentales de consumo agudo y cronico, tanto en
animales como en humanos, aumenta la activacion microglial y astroglial (Ende et al., 2006;
Sripathirathan et al., 2009).

Se estudio la respuesta glial en animales que habian consumido etanol durante 1 ciclo o
durante 4 ciclos de DID. Los animales fueron sacrificados inmediatamente después de

haber retirado el etanol o 24 h mas tarde.
9.1 Efecto del etanol en la respuesta astroglial

9.1.1 Inmunorreactividad de GFAP

Utilizando el marcador astroglial GFAP se ha estudiado la respuesta astroglial al etanol en
hipocampo. EI ANOVA de una via revela la ausencia de efecto producido por la exposicion
a 1 ciclo de etanol sobre la inmunorreactividad de GFAP en giro dentado (F2,14=2.422;
p=0.1250), CAl (F2,15=0.9833; p=0.3985) y CA3 (F2,15=5322; p=0.5987). Sin embargo,
en los animales expuestos a 4 ciclos de etanol, el ANOVA de una via revela un efecto
significativo producido por el etanol en giro dentado (F2,18=14.81; p=0.0002), CAl
(F2,18=14.31; p=0.0002) y CA3 (F2,18=7.748; p=0.0037). El analisis post-hoc indica que el
etanol induce un incremento en la inmunorreactividad de GFAP en los tres subcampos del
hipocampo Unicamente 24h después de finalizar el consumo (14.7% en giro dentado,
15.7% en CAly 16.9% en CAS; figura 32).
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Figura 32: Efecto del etanol sobre la inmunorreactividad de GFAP en hipocampo. Las

gréficas representan la cuantificacion de la inmunorreactividad de GFAP en giro dentado

(A), CA1 (B) y CA3 (C) tras 1 y 4 ciclos de exposicién a etanol. Los animales fueron
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sacrificados inmediatamente después de haber retirado el etanol y a las 24h. Las figuras
muestran imagenes de inmunofluorescencia (40x) representativas del aumento en la
inmunorreactividad de GFAP en giro dentado (D), CAl (E) y CA3 (F) tras la exposicion a
4 ciclos de etanol. Los resultados se expresan como la media + E.E.M. de la intensidad
integrada de fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo control (n = 5-6).
Diferente de control: ** p<0.01; *** p<0.0001.

9.1.2 Inmunorreactividad de S100B

Para estudiar las poblaciones astrocitarias ademas de GFAP, se estudio la expresion de
S100B. Este marcador es un péptido de union al calcio. Se localiza en los astrocitos que
expresan GFAP que han perdido su potencial como células madre neurales y que se
encuentran en una etapa de desarrollo mas maduro (Himeda et al., 2006).

El ANOVA de una via determiné la ausencia de efecto producido por la exposicién a 1 ciclo
de etanol sobre la inmunorreactividad de S100B en giro dentado (F2,13=1.034; p=0.3830),
CAl (F2,13=0.8811; p=0.4377) y CA3 (F2,13=1.860; p=0.1922; figura 33). Sin embargo, el
ANOVA de una via reveld un efecto significativo producido por la exposicion a 4 ciclos de
etanol sobre la inmunorreactividad de S100B en giro dentado (F2,18=9.972; p=0.0012),
CAl (F2,18=5.191; p=0.0166) y CA3 (F2,18=5.019; p=0.0194). El andlisis post-hoc indica
que el etanol induce un incremento en la inmunorreactividad a S100B en los tres
subcampos del hipocampo Unicamente 24h después de haber finalizado el consumo
(11.1% en giro dentado, 12.2% en CAl y 10.5% en CA3; figura 33).
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Figura 33: Efecto del etanol sobre la expresion de S100B en hipocampo. Las gréaficas

representan la cuantificacion de la inmunorreactividad de S100B en giro dentado (A), CA1

(B) y CA3 (C) tras 1 y 4 ciclos de exposicion a etanol. Los animales fueron sacrificados

inmediatamente después de haber retirado el etanol y a las 24h. Las imagenes de

inmunofluorescencia (40x) son representativas del aumento en la inmunorreactividad de
S100B en giro dentado (D), CAl (E) y CA3 (F) tras la exposicion a 4 ciclos de etanol. Los

resultados se expresan como la media + E.E.M. de la intensidad integrada de fluorescencia

en porcentaje respecto a la media del grupo control (n=5-6). Diferente de control: * p<0.05;
*** n<0.0001.

9.2 Efecto del etanol en la respuesta microglial

Para analizar el efecto del etanol sobre la activacion microglial se estudié la inmunorreactividad de

Iba-1.

El ANOVA de una via revela que la exposicion a 1 ciclo de etanol no induce ningan cambio

en la inmunoreactiviad de Iba-1 en los tres subcampos del hipocampo analizados en giro
dentado (F2,14= 0.032, p= 0.9682), CAl (F2,14= 0.23, p= 0.79) y CA3 (F2,14= 0.57, p=
0.57). Resultados similares se obtuvieron después de la exposicion a 4 ciclos de etanol en
giro dentado (F2,15= 0.34, p= 0.71), CAl1 (F2,15= 1.5, p=0.24) y CA3 (F2.18= 2.19, p=

0.14).
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Control EtOH Oh EtOH 24h
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Figura 34: Efecto del etanol sobre la inmunorreactividad de Iba-1 en hipocampo. Las
graficas representan la cuantificacion de la inmunorreactividad de Iba-1 en giro dentado
(A), CA1 (B) y CA3 (C) tras 1 y 4 ciclos de exposicion a etanol. Los animales fueron
sacrificados inmediatamente después de haber retirado el etanol y a las 24h. Las figuras
muestran imagenes de inmunofluorescencia (40x) representativas del marcaje de Iba-1
tras la exposicidon a 4 ciclos de etanol en CA1 (D). Los resultados se expresan como la
media = E.E.M. de la intensidad integrada de fluorescencia en porcentaje respecto a la

media del grupo control (n=5-6).

Los resultados descritos hasta aqui, indican que el efecto que produce el etanol sobre la
expresion de colageno IV en el giro dentado es mas pronunciado después de 4 ciclos. Por
otro lado, Unicamente se observaron variaciones en la expresion de laminina, GFAP y
S100B después de 4 ciclos de exposicion. Por este motivo, en los estudios que se exponen
a continuacion se decidié utilizar el paradigma de exposicion a etanol durante 4 ciclos

consecutivos

10. Efecto de etanol sobre la actividad enzimatica de MMP-3

La estromelisina-1 o MMP-3 es un importante regulador enzimatico de la remodelacién de
la BHE. En situaciones en las que existe una disminucion en la actividad enzimatica de
MMP-9, un aumento de actividad enzimatica MMP-3 puede contribuir a la modificacion de
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la BHE (Savarin et al., 2011). La actividad enzimatica de MMP-3 detectada mediante
zimografia en gel de caseina fue estudiada inmediatamente y 24h después de la retirada
del etanol en animales sometidos a 4 ciclos de exposicion al alcohol. La banda en el
zimograma de caseina corresponde a la forma activa de la MMP-3 (44kDa) (figura 35). El
analisis cuantitativo de las imagenes mediante ANOVA de una via revel6 un efecto
significativo producido por la exposicion a 4 ciclos de etanol sobre la actividad de la MMP-3
(F2,19=6.718, p=0.0071). El andlisis post-hoc indica que el etanol induce un aumento de la
actividad de la MMP-3 inmediatamente después de finalizar el consumo (38.9%) y a las 24h
(31.3%; figura 35).
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Figura 35: Efecto del etanol sobre la actividad de MMP-3 en hipocampo. El panel A

representa las variaciones de la actividad de MMP-3 tras 4 ciclos de exposicion a etanol.
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Los animales fueron sacrificados inmediatamente después de haber retirado el etanol y a
las 24h. El panel B muestra los zimogramas representativos del aumento de la actividad
de MMP-3 (44kDa) tras 4 ciclos inmediatamente después haber retirado el etanol y a las
24h. Los resultados se expresan como la media = E.E.M. de la intensidad integrada de
fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo control (n=5-6). Diferente de
control: * p<0.05; ** p<0.01.

11. Efecto de etanol sobre la actividad enzimatica y la expresion

del activador tisular del plasmindgeno (t-PA)

El activador tisular del plasminégeno (en inglés: Tissue Plasminogen Activator o t-PA) es
una serin proteasa expresada principalmente por las células de la union neurovascular
(Ortolano y Spuch, 2013), que actua transformando el plasminégeno en plasmina. La
plasmina puede digerir la lamina basal por si misma o bien puede activar algunas de las
pro-MMPs como la pro-MMP3 (Salo et al., 2008).

Dado el aumento de la actividad enzimatica de MMP-3 se procedi6 a analizar los niveles de
expresion y de activacion enzimatica de t-PA en hipocampo de raton. Con respecto a la
expresion, el ANOVA de una via revelo un efecto significativo producido por la exposicion a
4 ciclos de etanol sobre la expresion de t-PA (68kDa; F2,20=18.37; p<0.0001). El analisis
post-hoc indica que el etanol induce un aumento en la expresion de t-PA inmediatamente

después de finalizar el consumo (51.2%) y a las 24h (41.8%; figura 36).
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Figura 36: Efecto del etanol sobre la expresion de t-PA en
hipocampo. El panel A representa la variacion de la expresion
de t-PA tras 4 ciclos de exposicion a etanol. El panel B
muestra la banda (68kDa) representativa de la expresion de t-
PA en funcién del tratamiento inmediatamente después haber
retirado el etanol y a las 24h. Los resultados se muestran
como la media + E.E.M. de la expresion de la proteina

normalizada por su [-actina y en porcentaje respecto a la

media del control (n=5-6). Diferente de control: *** p< 0.0001.

Con respecto a la actividad enzimética, el ANOVA de una via revel6 que la exposiciéon a 4

ciclos de etanol genera un efecto significativo en la actividad de t-PA (F2,20=12.33;
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p=0.0004). El analisis post-hoc indica que el etanol induce un aumento en la actividad de t-
PA inmediatamente después de finalizar el consumo (93.7%) y a las 24h (52.2%; figura 37).
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Figura 37: Efecto del etanol sobre la actividad de t-PA en
hipocampo. El panel A representa las variaciones de la
actividad de t-PA tras 4 ciclos de exposicion a etanol. Los
animales fueron sacrificados inmediatamente después de
retirado el etanol y a las 24h. El panel B muestra los
zimogramas representativos del aumento de la actividad de
t-PA (68kDa) tras 4 ciclos inmediatamente después haber
retirado el etanol y a las 24h. Los resultados se muestran
como la media + E.E.M. de la actividad y en porcentaje
respecto a la media del control (n=5-6). Diferente de
control: **p<0.01 *** p<0.0001
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12. Efecto del etanol sobre la muerte neuronal

El etanol induce muerte neuronal tras administracion aguda y crénica. Es posible analizar
esta muerte neuronal mediante técnicas de inmunohistoquimica que utilizan marcadores
como el Fluoro-Jade, un fluorocromo que proporciona un marcaje especifico de muerte
neuronal (Schmued et al., 1997). En base a esto, se investigé el efecto de la exposicion a 4
ciclos de etanol sobre la muerte neuronal en el giro dentado inmediatamente después de
retirado (Oh) el etanol y 24h mas tarde. El ANOVA de una via revela que la administracion
de etanol induce cambios significativos sobre la inmunorreactividad de Fluoro-Jade en giro
dentado (F2,25=17.85, p=0.0001). El analisis post-hoc indica un incremento de la muerte
neuronal inmediatamente después haber retirado el etanol (113.8%) y 24h mas tarde
(164.4%; figura 38).
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Figura 38: Efecto del consumo de etanol sobre la muerte neuronal en el giro dentado. El
panel A representa las variaciones en la muerte neuronal tras 4 ciclos de exposicion a
etanol. Los animales fueron sacrificados inmediatamente después de haber retirado el
etanol y 24h mas tarde. El panel B muestra imagenes de inmunofluorescencia (40x)
representativas del aumento del marcaje de células marcadas positivamente en ratones
que han consumido etanol tras 4 ciclos. Los resultados se expresan como la media *
E.E.M. del nimero de células positivas en porcentaje respecto a la media del grupo
control (n=5-6). Diferente de control: **p<0.01; *** p<0.001.

13. Estudio de la sefalizacion de TLR4

13.1 Efecto de etanol sobre expresion de TLR4.

Se ha demostrado que el etanol induce neuroinflamacién (Sripathirathan et al., 2009; Quin
et al., 2008) y que este efecto estd mediado entre otros mecanismos por la activacion del
receptor toll-like 4 (TLR4) (Mousas et al., 2009; Blanco y Guerri, 2007; Valles et al., 2004;
Fernandez-Lizarbe et al., 2009; Alfonso-Loeches et al., 2010) en astrocitos (Blanco et al
2006.; Floreani et al, 2010). Considerando que resultados mencionados anteriormente en
esta Tesis Doctoral revelan un aumento de activacion astrocitaria reflejada por un
incremento en la inmunorreactividad de S100B y GFAP, parecid razonable analizar la
expresion de TLR4 en animales expuestos a 4 ciclos de etanol y sacrificados
inmediatamente después de retirar el etanol y 24h mas tarde.

El ANOVA de una via revel6 un efecto significativo producido por la exposicién a 4 ciclos de
etanol sobre la expresion de TLR4 (F2,23=10.58, p=0.0007). El andlisis post-hoc indica que
el etanol induce un aumento en la expresion de TLR4 inmediatamente después de finalizar
el consumo (23%) y a las 24h (22.9%; figura 39).
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Figura 39. Efecto del etanol sobre la expresion de TLR4 en
hipocampo. El panel A muestra la variacion de la expresion
de TLRA4 tras 4 ciclos de exposicion a etanol. Los animales
fueron sacrificados inmediatamente después de haber
retirado el etanol o a las 24h. El panel B muestra una
imagen representativa de Western blot en la cual se
observa la banda correspondiente a TLR4 (90kDa) y B-
actina (42kDa). Los resultados se muestran como la media
+ E.E.M. de la expresion de la proteina normalizada por su
[B-actina y en porcentaje respecto a la media del control

(n=5-6). Diferente de control: ** p<0.01.
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13.2 Efecto del etanol sobre la expresion de HMGB1

La proteina del grupo de alta movilidad boxl (HMGB1) se une a TLR4 (Sha Y, 2008; Park
JS, 2006; Yang H, 2010) y este complejo permite la union de proteinas adaptadoras (entre
ellas Myd88) que conduce a la iniciacidon de cascadas de sefalizacion intracelular y a la
transduccion de sefales. En ultimo lugar, estas cascadas inducen la activacion de MAPK y
la translocacion de NF-kB al ndcleo y por lo tanto la produccion de citoquinas y otras
moléculas inflamatorias (Bianchi, 2009; Hreggvidsdaéttir, 2012). Teniendo en cuenta el
aumento, en animales que han consumido etanol, de la expresion de TLR4 y para estudiar
un posible aumento en la activacién del receptor, se analiz6é la expresion de HMGB1. El
ANOVA de una via revelé un efecto significativo producido por la exposicion a 4 ciclos de
etanol sobre la expresion de HMGB1 (F2,21=7.511, p=0.0035). El analisis post-hoc indica
gue el etanol induce un aumento en la expresion de HMGB1 inmediatamente después de
finalizar el consumo (23.4%) y a las 24h (24.2%; figura 40).
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Figura 40: Efecto del etanol sobre la expresion de
HMGB1 en hipocampo. El panel A muestra la variacion
de la expresion de HMGBL1 tras 4 ciclos de exposicion a
etanol. Los animales fueron sacrificados inmediatamente
después de haber retirado el etanol y a las 24h. El panel
B muestra una imagen representativa de Western blot en
la cual se muestra la banda correspondiente a HMGB1
(30kDa) y B-actina (42kDA). Los resultados se muestran
como la media + E.E.M. de la expresion de la proteina
normalizada por su [3-actina y en porcentaje respecto a la
media del control (n=5-6). Diferente de control: * p<0.05;
** p<0.01.

13.3 Efecto de etanol sobre la expresion de MyD88

RESULTADOS

La activacion de los receptores toll-like conduce a una sefializacion intracelular que se

inicia con el reclutamiento de diferentes proteinas adaptadoras que contienen el dominio
TIR (O'Neill, 2003; Akira y Takeda, 2004b) entre las que se encuentra MyD88 (factor de
diferenciacion mieloide 88). A esta via de sefializacion se le denomina MyD88-dependiente.

Atendiendo a las diferencias obtenidas en la expresion del receptor TLR4 se estudid la

expresion de MyD88 en animales expuestos a 4 ciclos de etanol y sacrificados

inmediatamente después de haber retirado el etanol o a las 24h.

El ANOVA de una via revel6 un efecto significativo producido por la exposicién a 4 ciclos de

etanol sobre la expresion de MyD88 (F2,24=9.189, p=0.0011). El analisis post-hoc indica

gue el etanol induce un aumento en la expresion de MyD88 inmediatamente después de

finalizar el consumo (26.5%) y a las 24h (24.4%; figura 41).
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Figura 41: Efecto del etanol sobre la expresion de MyD88
en hipocampo. El panel A muestra la variacion de la
expresion de MyD88 tras 4 ciclos de exposicién a etanol.
Los animales fueron sacrificados inmediatamente después
de haber retirado el etanol y a las 24h. El panel B muestra
una imagen representativa de Western blot en la cual se
muestra la banda correspondiente a MyD88 (30kDa) y [3-
actina (42kDA). Los resultados se muestran como la media
+ E.E.M. de la expresion de la proteina normalizada por su
[-actina y en porcentaje respecto a la media del control

(n=5-6). Diferente de control: ** p<0.01.
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13.4 Efecto del etanol sobre la expresion de las MAPK

Dado el efecto del etanol sobre TLR4 y Myd88, y sobre la muerte neuronal, se analizé la
expresion de las MAPK que estan involucradas en la respuesta al estrés y en la muerte
neuronal (Seger y Krebs ,1995 Waskiewicz y Cooper, 1995; Tibbles y Woodgett, 1999;
Davis, 2000; Chang y Karin, 2001; Johnson y Lapadat, 2002; Werlen et al., 2003).

Se estudio la expresion de la forma fosforilada de la proteina JNK, p-JNK. EIl ANOVA de
una via revel6 que no existe ningun efecto significativo producido por la exposicion a 4
ciclos de etanol sobre la expresion de la forma fosforilada de p-JNK (F2,22=0.3427,
p=0.7136).

Por otro lado se estudio la expresion de la forma fosforilada de la proteina p-38. EIl ANOVA
de una via reveld que existe un efecto significativo producido por la exposicién a 4 ciclos de
etanol sobre la forma fosforilada de p-38 (F2,25=4.039, p=0.0314). El andlisis post-hoc
indica que el etanol induce un aumento en la expresion de p-p-38 a las 24h tras haber
retirado el etanol (17.2%; figura 42).
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Figura 42: Efecto del etanol sobre la expresion de la forma total y fosforilada de p-38 en
hipocampo. El panel A muestra la variacion de la expresion de p-p-38 tras 4 ciclos de
exposicion a etanol. Los animales fueron sacrificados inmediatamente después de haber
retirado el etanol y a las 24h. El panel B muestra una imagen representativa de Western
blot en la cual se muestran la banda correspondiente a p-p-38 (38kDa) y [B-actina
(42kDA). Los resultados se muestran como la media = E.E.M. de la expresion de la
proteina fosforilada normalizada por la total y por su (-actina y en porcentaje respecto a

la media del control (n=5-6). Diferente de control: * p<0.05.

Por dltimo se estudiod la expresion de la proteina ERK 1/2. EIl ANOVA de una via revel6 un
efecto significativo producido por la exposicidn a 4 ciclos de etanol sobre la expresion de la
forma fosforilada de ERK 1/2 (F2,21=10.62, p=0.0007). El analisis post-hoc indica que el
etanol induce un aumento en la expresion de ERK 1/2 inmediatamente después de finalizar
el consumo (32.7%) y a las 24h (30.1%; figura 43).
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Figura 43: Efecto del etanol sobre la expresion de la forma total y fosforilada de
ERK 1/2 en hipocampo. El panel A muestra la variacion de la expresion de la
forma fosforilada de ERK 1/2 tras 4 ciclos de exposicién a etanol. Los animales
fueron sacrificados inmediatamente después de haber retirado el etanol o a las
24h. El panel B muestra una imagen representativa de Western blot en la cual se
muestran la banda correspondiente a p-ERK (44kDa) y B-actina (42kDA). Los

resultados se muestran como la media + E.E.M. de la expresion de la proteina

fosforilada normalizada por la total y por su (-actina y en porcentaje respecto a

la media del control (n=5-6). Diferente de control: ** p<0.01.
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13.5 Efecto del etanol sobre la expresion de la subunidad c-fos de la
proteina AP-1

Teniendo en cuenta el aumento de la expresion de la forma fosforilada de ERK, se estudio
el efecto del etanol sobre c-fos, subunidad de la proteina AP-1 activada directamente por p-
ERK (Angel and Karin, 1991). EI ANOVA de una via revel6 un efecto significativo producido
por la exposicion a 4 ciclos de etanol sobre la expresion de c-fos (F2,24=9.777, p=0.0009).
El andlisis post-hoc indica que el etanol induce un aumento en la expresion de la subunidad

c-fos inmediatamente después de finalizar el consumo (40.7%) y a las 24h (26.9%; figura
44).
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Figura 44: Efecto del etanol sobre la expresion de c-fos en
hipocampo. El panel A muestra la variacion de la expresion de c-
fos tras 4 ciclos de exposiciéon a etanol. Los animales fueron

sacrificados inmediatamente después de haber retirado el etanol
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0 a las 24h El panel B muestra una imagen representativa de
Western blot en la cual se muestra la banda correspondiente a
c-fos (44kDa) y B-actina (42kDA). Los resultados se muestran
como la media + E.E.M. de la expresion de la proteina
normalizada por su 3-actina y en porcentaje respecto a la media
del control (n=5-6). Diferente de Control: ** p<0.01.

14. Efecto de etanol en ratones TLR4 Knockout

En base a los cambios observados en la expresion del TLR4 y en sus mediadores tras la
exposicion a 4 ciclos de etanol, se utilizaron animales TLR4 Knockout (TLR4-KO) para
estudiar la implicacion de la sefalizacion TLR4 en los cambios que induce el etanol en la
glia y en la estructura y permeabilidad de la BHE. En este estudio los animales utilizados
fueron expuestos a etanol durante 4 ciclos y se sacrificaron 24h después de retirar el

alcohol el 4° dia del dltimo ciclo.

14.1 Consumo de etanol en ratones TLR4-KO

En la figura 45 se muestran las cantidades de etanol consumidas por los animales durante
los 4 ciclos de consumo. El andlisis cuantitativo mediante ANOVA de dos vias indica que
en el primer ciclo de consumo existen diferencias significativas producidas por la mutacién
(F1,31=8.123, p=0.0077) y por el dia de tratamiento (F3,31=109.7, p<0.0001) pero no hay
interaccion (F3,31=1.671, p=0.1935) entre ambos factores. El andlisis post-hoc indica que
no existen diferencias entre el etanol consumido por los animales WT comparados con los
animales TLR4-KO en ninguno de los dias de exposicion. Ademas, el analisis post-hoc
revela que, como es de esperar debido a la duracién de exposicion, los animales WT y
TLR4-KO bebieron significativamente mas etanol el 4° dia comparado con los tres primeros
dias (en g/kg, 1 dia: 2.40+0.17, 2° dia: 2.22+0.41, 3 dia: 1.58+0.20, 4° dia: 6.65+0.59 en
ratones WT; 1% dia: 2.89+0.24, 2° dia: 2.12+0.27, 3% dia; 2.67+0.22, 4° dia: 7.80+0.28 en
ratones TLR4-KO). En el segundo ciclo de consumo el ANOVA de dos vias indica que
existen diferencias significativas producidas por la mutacion (F1,29=10.70, p=0.0028) y por
el dia de tratamiento (F3,29=45.83, p<0.0001) pero no hay interaccion (F3,29=1.022,
p=0.3972) entre ambos factores. El analisis post-hoc indica que en ninguno de los dias de
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exposicion a etanol existen diferencias entre el etanol consumido por los animales WT
comparados con los animales TLR4-KO. Ademas, el analisis post-hoc revela que, como es
de esperar debido a la duracién de exposicion, los animales WT y TLR4-KO bebieron
significativamente mas etanol el 4° dia comparado con los tres primeros dias (en g/kg, 1
dia: 1.48+0.11, 2° dia: 1.51+0.32, 3* dia: 2.13+0.42, 4° dia: 5.52+0.51 en ratones WT; 1%
dia: 2.76+0.01, 2° dia: 2.91+0.29, 3* dia: 2.19+0.51, 4° dia: 6.79+0.59 en ratones TLR4-
KO). De forma similar a los ciclos anteriores en el tercer ciclo de consumo el analisis
cuantitativo mediante ANOVA de dos vias indica que no existen diferencias significativas
producidas por la mutacion (F1,30=0.0168, p=0.897), pero si por el dia de tratamiento
(F3,30=26.36, p<0.0001) aungque no se observa interaccion (F3,30=1.054, p=0.3831) entre
ambos factores. El andlisis post-hoc indica que no existen diferencias entre el etanol
consumido por los animales WT comparados con los animales TLR4-KO en ninguno de los
dias de exposicion a etanol. Ademas, el andlisis post-hoc revela que, como es de esperar
debido a la duracion de exposicion, los animales WT y TLR4-KO bebieron
significativamente mas etanol el 4° dia comparado con los tres primeros dias (en g/kg, 1
dia: 3.75+0.11, 2° dia: 3.29+0.14, 3 dia: 2.66+0.48, 4° dia: 5.75+0.41 en ratones WT; 1%
dia: 2.98+0.86, 2° dia: 3.35+0.29, 3* dia: 3.24+0.47, 4° dia: 6.01+0.38 en ratones TLR4-
KO). Por ultimo el ANOVA de dos vias de nuevo indica que en el cuarto ciclo de consumo
no existen diferencias significativas producidas por la mutacion (F1,30=0.2437, p=0.6249),
pero si de tratamiento (F3,30=24.28, p<0.0001) y no se observa interaccion (F3,30=0.6301,
p=0.5826) entre ambos factores. El analisis post-hoc indica que no existen diferencias entre
el etanol consumido por los animales WT comparados con los animales TLR4-KO en
ninguno de los dias de exposicién a etanol. Por otra parte el andlisis post-hoc revela que,
como es de esperar debido a la duracion de exposicion, los animales WT y TLR4-KO
bebieron significativamente mas etanol el 4° dia comparado con los tres primeros dias (en
g/kg, 1% dia: 1.51+0.29, 2° dia: 2.59+0.37, 3% dia: 1.77+0.23, 4° dia: 5.52+0.23 en ratones
WT; 1% dia: 1.84+0.41, 2° dia: 2.09+0.47, 3* dia: 2.64+0.34, 4° dia: 5.69+0.74 en ratones
TLR4-KO).
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Figura 45: Consumo de etanol en ratones TLR4-KO durante 4 ciclos consecutivos de
exposicién a etanol. Los datos representan los gramos de etanol, por kilogramos de peso
corporal, consumidos por los animales durante las 4 semanas de exposicion. Los resultados se
muestran como la media + E.E.M. Diferente de los tres dias anteriores de consumo de etanol

en WT: *** p<0.0001; diferente de los tres dias anteriores de consumo de etanol en TLR4-KO:

AAA n<0.0001.

14.2 Efecto de etanol sobre la activacién glial en animales TLR4-KO

14.2.1 Efecto de etanol sobre la inmunorreactividad de GFAP e Iba-1
En los ratones TLR4-KO no se aprecia ningln cambio en la expresiéon astroglial con el

marcador GFAP, ni microglial con el marcador Iba-1, respecto a la expresion que se

observa en los animales WT.

El ANOVA de una via reveld0 que no existen variaciones significativas en la
inmunorreactividad de GFAP en giro dentado (F3,18=1.08, p=0.3836), CAl1 (F3,18=1.57,
p=0.23) y CA3 (F3,18=2.36, p=0.11) (Figura 46).
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Figura 46: Efecto de etanol sobre la inmunorreactividad de GFAP en hipocampo de
animales WT y TLR4-KO. Las gréficas representan las cuantificaciones de la
inmunorreactividad de GFAP en giro dentado (A), CAl (B), CA3 (C) tras 4 ciclos de
exposicion a etanol. Los animales fueron sacrificados a las 24h de retirar el consumo. Los
resultados se expresan como la media + E.E.M. de la intensidad integrada de

fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo control (n=5-6).

Respecto a Iba-1 el ANOVA de una via reveld que no existen variaciones significativas en
la inmunorreactividad de Iba-1 en giro dentado (F3,18=0.11, p=0.95), CAl1 (F3,18=0.22,
p=0.21) y CA3 (F3,18=0.11, p=0.55) (Figura 47).
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Figura 47: Efecto de etanol sobre la inmunorreactividad de Iba-1 en hipocampo de
animales WT y TLR4-KO. Las gréficas representan las cuantificaciones de la
inmunorreactividad de Iba-1 en giro dentado (A), CAl1 (B) y CA3 (C) tras 4 ciclos de
exposicion a etanol. Los animales fueron sacrificados a las 24h de retirar el consumo. Los
resultados se expresan como la media + E.E.M. de la intensidad integrada de

fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo control (n=5-6).

14.2.2 Efecto de etanol sobre la expresion de S100B

El ANOVA de una via revel6 diferencias entre los ratones WT y TLR4-KO en el efecto
producido por el consumo de etanol sobre la expresion de S100B en giro dentado
(F3,18=18.38, p<0.0001), CAl (F3,18=6.93, p=0.0027) y CA3 (F3,18=9.32, p=0.0006). EI
analisis post-hoc indica que el etanol induce un incremento en la inmunorreactividad de
S100B en animales WT a las 24h de finalizar el consumo (27.1% en giro dentado, 17.1%

en CAly 24.5% en CA3), efecto que no se observa en los ratones TLR4-KO (figura 48).
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Figura 48: Efecto de etanol sobre la inmunorreactividad de S100B en hipocampo de animales
WT y TLR4-KO. Las graficas representan las cuantificaciones de la inmunorreactividad de
S100B en giro dentado (A), CAl (B), y CA3 (C) tras 4 ciclos de exposiciéon a etanol. Los

animales fueron sacrificados a las 24h de retirar el consumo. El panel D muestra imagenes de
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inmunofluorescencia (40x) representativas del aumento en la inmunorreactividad de SO0B en la
zona CA1l de los animales WT, efecto que no se observa en los animales TLR4-KO. Los
resultados se expresan como la media = E.E.M. de la intensidad integrada de fluorescencia en
porcentaje respecto a la media del grupo control (n=5-6). Diferente de control: ** p<0.01, ***
p<0.001.

14.3 Efecto de etanol sobre la extravasacion de IgG y la expresion de

laminina y colageno IV en hipocampo de ratones TLR4-KO

14.3.1 Efecto de etanol sobre la extravasacion de IgG en el hipocampo de ratones en
animales TLR4- KO

El ANOVA de una via revelé diferencias entre los ratones WT y TLR4-KO en relacion con el
efecto producido por el etanol sobre la de inmunorreactividad de IgG en giro dentado
(F3,18=6.31, p=0.0041), CAl (F3,16=3.11, p=0.0559) y CA3 (F3,15=7.46, p=0.0028). EI
analisis post-hoc indica que el etanol induce un incremento en la inmunorreactividad de IgG
en animales WT a las 24h de finalizar el consumo (346.4% en giro dentado, 142.6% en
CAly 312.6% en CA3), efecto que no se observa en los ratones TLR4-KO (figura 49).
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Figura 49. Efecto de etanol sobre la extravasacion de IgG en hipocampo de animales WT y
TLR4-KO. Las graficas representan las variaciones de IgG en giro dentado (A), CA1 (B), y
CA3 (C) tras 4 ciclos de exposicion a etanol. Los animales fueron sacrificados a las 24h de
retirar el consumo. El panel D muestra imagenes de inmunofluorescencia (40x)
representativas del aumento en la inmunorreactividad de IgG en la zona CAl de los
animales WT y de la ausencia de efecto en los animales TLR4-KO. Los resultados se
expresan como la media + E.E.M. de la intensidad integrada de fluorescencia en porcentaje

respecto a la media del grupo control (n=6). Diferente de control: **p<0.01.

14.3.2 Expresion de laminina en animales TLR4- KO

El ANOVA de una via revel6 diferencias entre los ratones WT y TLR4-KO en relacion con el
efecto producido por el etanol sobre la expresion de laminina en CAl (F3,16=4.845,
p=0.0139) y CA3 (F3,18=4.059, p=0.0229) sin observar ninguna variaciébn en el giro
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dentado (F3,18=1.22, p=0.3311). El andlisis post-hoc indica que el etanol induce una

disminucién en la inmunorreactividad de laminina en animales WT a las 24h después de

finalizar el consumo (29.3% en CAl y 41.7%en CA3), efecto que no se observa en los

ratones TLR4-KO (figura 50).
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Figura 50: Efecto de etanol sobre la expresion de laminina en hipocampo de animales WT y

TLR4-KO. Las graficas representan las variaciones de laminina en giro dentado (A), CAl

(B), y CA3 (C) tras 4 ciclos de exposicion a etanol. Los animales fueron sacrificados a las

24h de retirar el consumo. La figura (D) muestra imagenes de inmunofluorescencia (40x)

representativas de la disminucion en la inmunorreactividad de laminina en los animales WT

y de la ausencia de efecto en los animales TLR4-KO en la zona CA1l. Los resultados se

expresan como la media + E.E.M. de la intensidad integrada de fluorescencia en porcentaje

respecto a la media del grupo control (n=5-6). Diferente de control: *p<0.05; **p<0.01.

14.3.3 Expresion de colageno IV en animales TLR4-

KO

El ANOVA de una via revel6 diferencias entre los ratones WT y TLR4-KO en relacion con el

efecto producido por el etanol sobre la expresiéon de colageno IV y en relacién con el efecto

producido por la ausencia del gen para el TLR4, en giro dentado (F3,18=5.414, p=0.0078),
CAl (F3,18=16.47, p<0.0001) y CA3 (F3,18=22.69, p<0.0001). El andlisis post-hoc indica

gue el etanol induce una disminucién en la inmunorreactividad de colageno IV en animales

WT a las 24h después de finalizar el consumo (42.7% en giro dentado, 54.4% en CAl y

55.3%en CA3), efecto que no se observa en los ratones TLR4-KO a las 24h de finalizar el

consumo. La ausencia del gen para el receptor TLR4 induce por si misma una disminucién

en la inmunorreactividad de colageno IV (41.9% en giro dentado, 47.3% en CALl, 53.4% en
CAZ3; figura 51).
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Figura51: Efecto de etanol sobre la expresion de colageno IV en hipocampo de animales
WT y TLR4-KO. Las gréficas representan las variaciones de colageno IV en giro dentado
(A), CA1 (B), CA3 (C) tras 4 ciclos de exposicibn a etanol. Los animales fueron
sacrificados a las 24h de retirar el consumo. La figura (D) muestra imagenes de
inmunofluorescencia (40x) representativas de la disminucion en la inmunorreactividad de
colageno IV en los animales WT y en los dos grupos de animales TLR4-KO en la zona
CALl. Los resultados se expresan como la media + E.E.M. de la intensidad integrada de
fluorescencia en porcentaje respecto a la media del grupo control (n=5-6).Diferente de
control: *p<0.05; **p<0.01; **p<0.0001.
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14.4 Efecto de etanol sobre la muerte neuronal en el hipocampo de raton
en animales TLR4- KO

14.4.1 Efecto de etanol sobre la muerte neuronal en el giro dentado de raton TLR4- KO
El ANOVA de una via revelé diferencias entre los ratones WT y TLR4-KO en relacion con el
efecto producido por el etanol sobre muerte neuronal en giro dentado (F3,18=13.21,
p<0.0001). El andlisis post-hoc indica que el etanol induce un incremento en la muerte
neuronal en animales WT a las 24h después de finalizar el consumo en giro dentado (84%),
efecto que no se observa en los ratones TLR4-KO (figura 52).
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Figura 52: Efecto del consumo de etanol sobre la muerte neuronal en giro dentado de animales WT
y TLR4-KO. El panel A representa las variaciones en la muerte neuronal tras 4 ciclos de exposicion
a etanol. Los animales fueron sacrificados a las 24h de retirar el consumo. El panel B muestra
imagenes de inmunofluorescencia (40x) representativas del aumento en el marcaje de células en
giro dentado de ratones WT y de la ausencia de este aumento en animales TLR4-KO. Los
resultados se expresan como la media + E.E.M. del nimero de células positivas en porcentaje

respecto a la media del grupo control (n=5-6). Diferente de control: ***p<0.001.

14.4.2 Efecto de etanol sobre la muerte neuronal en CA3 de raton en TLR4- KO

El ANOVA de una via revelé diferencias entre los ratones WT y TLR4-KO en relacion con el
efecto producido por el etanol sobre muerte neuronal en CA3 (F3,18=32.21, p<0.0001). El
analisis post-hoc indica que el etanol induce un incremento en la muerte neuronal en
animales WT a las 24h después de finalizar el consumo (71.5%) en CA3, efecto que no se
observa en los ratones TLR4-KO (figura 53).
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Figura 53: Efecto del consumo de etanol sobre la muerte neuronal en CA3 de animales WT
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y TLR4-KO. El panel A representa las variaciones en la muerte neuronal tras 4 ciclos de
exposicién a etanol. Los animales fueron sacrificados a las 24h de retirar el consumo. El
panel B muestra imagenes de inmunofluorescencia (40x) representativas del aumento en el
marcaje de células en CA3 en ratones WT y de la ausencia de este aumento en animales
TLR4-KO. Los resultados se expresan como la media = E.E.M. del numero de células

positivas en porcentaje respecto a la media del grupo control (n=5-6). Diferente de control:
***n<0.001.
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El etanol sigue siendo desde hace mucho tiempo la droga mas consumida por
parte de la poblacion juvenil. Este consumo va aumentando con los afios sobre
todo en forma de consumo intensivo. El 81.9% de los estudiantes declara haber
consumido etanol en el Gltimo afio (2012) y el 74% en el Gltimo mes; y de estos
el 62% ha hecho consumo intensivo en el ultimo afio (ESTUDES, 2012-2013).
De hecho es cada vez méas popular entre los adolescentes y los adultos
jovenes el patron de consumo de alcohol en grandes cantidades concentrado
en el fin de semana, en busqueda de la intoxicacion para adaptarse mas
facilmente a un grupo de amigos. Este tipo de consumo intensivo es lo que se
conoce en la literatura internacional como binge drinking. En nuestro estudio se
ha utilizado el paradigma Drinking in the Dark (DID), protocolo aceptado como
modelo de binge drinking en roedores (Rhodes et al., 2005). El hecho de que el
consumo sea voluntario, evitando asi el estrés debido a una administracion
forzada, y que se alcancen altas concentraciones plasmaticas, hace que se
considere que este modelo refleje el consumo de etanol intensivo por parte de
adultos jovenes.

En la presente Tesis Doctoral se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6J porque
son ratones predispuestos genéticamente al consumo de etanol (Rodgers y
McClearn, 1964). Los animales consumieron etanol durante 1 ciclo de DID o
durante 4 ciclos de DID. Los primeros 3 dias del ciclo se expusieron a etanol
durante 2 horas y consumieron entre 2 y 3 g/kg; el 4° dia se expusieron a
etanol durante 4 horas y consumieron alrededor de 6 g/kg. El consumo, que
concuerda con lo que esta descrito en otros estudios de DID (Rhodes et al.,
2005, Crabbe et al., 2012, Kaur et al.,, 2012), aumenté de acuerdo con las
horas de exposicion (Rhodes et al., 2005, Crabbe et al., 2012). Ademas, las
cantidades de etanol consumidas no variaron de manera significativa durante
las 4 semanas de exposicion. El etanol alcanzé una concentracion plasmatica
qgue corresponde a la descrita en bibliografia (Lyons et al., 2008), con una
media de 135.24 mg/dl el 4° dia de exposicion. La concentracion plasmatica de
etanol se midi6 inmediatamente después de haber retirado el etanol
considerando que existen evidencias en la literatura indicando que a las 24h de
la retirada de etanol ya no se observa concentracion de etanol relevante en
sangre en ratones C57BL/6J (Dole y Gentry, 1984).
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En este protocolo el periodo de exposicion a etanol se realiza en ciclo invertido
y coincide con el periodo en el que la ingesta de comida es mayor. Por este
motivo, en este estudio se determind la cantidad de comida consumida en
gramos referida al peso de los animales. No hubo diferencia en la ingesta de
comida entre los animales expuestos a etanol y sus respectivos controles.
Estos datos indican que el consumo de alcohol no alter6 el patrén de consumo
de comida. Ademas, de acuerdo con la ausencia de diferencias en la ingesta
de comida no hubo diferencias en la ganancia de peso entre los animales
expuestos a etanol y sus controles a lo largo de las 4 semanas de tratamiento.

Estd ampliamente descrito en la literatura que la administracion de etanol,
siguiendo diferentes protocolos y vias de administracibn puede producir
hipotermia (Ritzmann y Tabakoff, 1976a, b, Tabakoff et al., 1976, Kalant y L&,
1983, Leopold, 1990, Gallego et al., 2012, Damaggio y Gorman, 2014). Este
efecto se observa en todas las especies estudiadas de animales de laboratorio,
incluyendo gatos, perros, cobayas, ratones, conejos y ratas, cuando los
animales son mantenidos a una temperatura ambiente estandar (Kalant y L€,
1983, Damaggio y Gorman, 2014). La via de administracion no es critica en la
aparicién de este efecto ya que se observa la hipotermia inducida por etanol
después de administracion por via oral, intraperitoneal (ip), o por inhalacion
(Ritzmann y Tabakoff, 1976a, b, Tabakoff et al., 1976). Sin embargo se ha
descrito que con el protocolo DID no se observa ninguna diferencia significativa
en la temperatura el cuarto dia de exposiciéon (Ros-Simé et al., 2012). Esto
concuerda con los resultados obtenidos utilizando el protocolo DID en esta
Tesis Doctoral, durante el cual se midid la temperatura rectal antes del inicio
del consumo y después de haber retirado el etanol y no se observé ningun
cambio en la temperatura corporal de los animales. Ademas, algunos estudios
han demostrado que en animales adolescentes el efecto de la hipotermia
producida por etanol es menor que la observada en animales adultos (Spear,
2000, Brasser y Spear, 2002, Ristuccia y Spear, 2004) y considerando que los
animales utilizados en esta Tesis estan en la ultima fase de la adolescencia
(adultos jovenes, 46-59 dias de edad, Laviola et al., 2003), este factor podria
contribuir a la ausencia de hipotermia. Por otro lado, en este estudio la
concentracion plasmatica es muy baja respecto a otros trabajos donde se ha

observado una mantenida disminucién de la temperatura corporal con niveles
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plasmaticos que alcanzaron 400 mg/dl (Izco et al., 2007) pudiendo ser esta la
razén de la ausencia de hipotermia observada.

La BHE controla el transporte de diferentes moléculas manteniendo asi la
homeostasis del cerebro ademas de protegerlo mediante la restriccion del paso
de toxinas a través del endotelio cerebral. Recientes estudios en cultivos de
bovino han demostrado que el etanol a una concentracion del 23% induce la
fosforilacion de varias proteinas de las uniones estrechas dando lugar a un
aumento en la permeabilidad de la BHE (Haorah et al., 2005a, Haorah et al.,
2005b). Entre los factores que han demostrado un papel en los dafios en la
barrera se encuentran los radicales libres (Haorah et al., 2005a). Datos
bibliograficos muestran que el etanol administrado por via intragéstrica a la
dosis de 8-11 g/kg por dia durante 30 dias es capaz de inducir un aumento de
la permeabilidad que se manifiesta con aumento del paso de **C-tirosina, **C-
triptéfano y C-DOPA (Borisenko, 1990). Sin embargo, los estudios relativos al
efecto sobre la permeabilidad de la BHE del consumo intensivo y repetido de
etanol en roedores son escasos (Phillips et al., 1997, Elmas et al., 2001).

El objetivo general de esta Tesis Doctoral consisti6 en estudiar los efectos
producidos por el consumo intensivo y repetido de etanol en ratén, utilizando el
modelo Drinking in the Dark (DID), sobre la estructura y permeabilidad de la
BHE en el hipocampo. Esta area participa en el desarrollo de procesos
cognitivos como memoria y aprendizaje, funciones afectadas por el consumo
de etanol. Se han estudiado, cuando ha sido posible, tres zonas del hipocampo
(giro dentado, CA1 y CA3) por sus distintas implicaciones en neurogénesis y en
diferentes tipos de memoria.

Los resultados muestran que la ingesta de etanol aumenta la extravasacion de
IgG en los tres subcampos de hipocampo, giro dentado, CA1 y CA3. Este
aumento se observa después de un ciclo tanto en los animales sacrificados el
4° dia del protocolo inmediatamente después de haber retirado el etanol como
en los animales sacrificados 24 horas mas tarde. Resultados similares se
observaron cuando el protocolo DID se repitid durante 4 ciclos. Este resultado
indica que hay una alteracion en la permeabilidad de la BHE independiente de
los ciclos de exposicion que probablemente facilite el paso de moléculas que
no atravesarian la barrera en animales controles y que este aumento en la

permeabilidad se mantiene cuando ya no hay presencia de etanol en la sangre.
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La extravasacion de IgG al parénquima cerebral puede ser la consecuencia de
una alteracién en la integridad de la barrera (Rosenberg et al., 1996, Mun-
Bryce y Rosenberg, 1998, Gasche et al., 1999, Heo et al., 1999, Sternlicht y
Werb, 2001, Rosenberg, 2002). En base a estos resultados, el siguiente
objetivo de esta Tesis Doctoral fue estudiar la expresion de dos proteinas que
son los componentes principales de la matriz extracelular, la laminina y el
colageno tipo IV. Alteraciones en la expresion de laminina y colageno IV
producirian una anomalia estructural y consecuentemente disfuncion de la BHE
que podria ser responsable del incremento en la permeabilidad observada.
Mediante inmunohistoquimica se observd que la expresion de laminina no se
modifica después de la exposicion a un ciclo de consumo en el giro dentado, ni
en CAL ni en CA3. En cambio tras 4 ciclos de exposicion de etanol se observo
una disminucion de la expresion de laminina en CA1l y CA3 pero no en giro
dentado. Este efecto indica una reduccion en la expresion de esta proteina
inmediatamente y 24 horas después de retirar el etanol. En cuanto a la
expresion del colageno IV, esta disminuyé en giro dentado, CA1 y CA3. A
diferencia de laminina el efecto del etanol sobre la expresion de colageno IV en
CAl y CA3 se observé no s6lo después de la exposicion a 4 ciclos de etanol
sino después de la exposicion a 1 ciclo de etanol inmediatamente después de
haber retirado el etanol y a las 24h. Ademas, la exposicién de etanol afecta el
colageno IV del giro dentado, area que es resistente a la degradacion de
laminina. Estos resultados sugieren que las disminuciones en la expresion de
laminina y de colageno IV podrian contribuir, de manera distinta, al aumento de
permeabilidad observado mediante la extravasacion de IgG. Se puede deducir
que el colageno IV tiene una importancia mayor en este aumento de la
permeabilidad dado que la disminucion de su expresion se puede apreciar ya
después de un ciclo de consumo, tiempo al cual también se produce la
extravasacion de IgG. Ademas numerosos estudios han demostrado que el
etanol actla sobre las células que forman el endotelio vascular, observandose
una disminuciéon en la expresién de ocludina y claudin-5 en cultivos celulares
de humanos (células endoteliales microvasculares del cerebro, en ingles
BMVEC,; (Haorah et al., 2005a, Haorah et al., 2007, Abdul Muneer et al., 2012)

y esto nos sugiere que también podrian existir dafios en las uniones estrechas
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en el modelo DID que contribuirian al aumento de permeabilidad observado en
el giro dentado inmediatamente después de un ciclo.

Tanto el colageno IV como la laminina son substratos de diversas enzimas
entre ellas las metaloproteinasas (MMPs). En un estudio realizado en cultivos
celulares de BMVEC de alcohdlicos humanos se observa un aumento de la
actividad de MMP-9 que se relaciona con una disminucion de la expresion de
colageno IV y con un aumento de la permeabilidad al dextrano, efectos que
reflejan una modificacion estructural y un aumento de permeabilidad de la BHE
(Haorah et al., 2008). Las MMPs son endopeptidasas dependientes de zinc y
calcio fisioldgicamente esenciales en el remodelado de la matriz extracelular.
Sin embargo, ademas del papel fisiol6gico se les atribuye un papel deletéreo y
un incremento en su activacion se ha asociado a gran variedad de patologias.
En particular dos de ellas (las gelatinasas MMP-9 y MMP-2) se han implicado
en la degradacion de componentes de la matriz extracelular que se relaciona
con cambios en la integridad de la BHE (Kieseier et al., 1999b, Lindberg et al.,
2001, Montaner et al., 2001b, Bonoiu et al., 2009, Zhou et al., 2011). Los
estudios de zimografia en gel demuestran que el consumo de etanol en el
protocolo DID no induce ninguna variacion en la actividad de MMP-2 pero
disminuye la actividad de MMP-9. Este es un resultado sorprendente puesto
gue en gran variedad de patologias incluyendo el SIDA y la isquemia cerebral
(Kieseier et al., 1999a, Montaner et al., 2001a, Bonoiu et al., 2009, Zhou et al.,
2011), asi como tras la administracion de drogas de abuso como la 3,4-
metilenodioximetanfetamina (Rubio-Araiz et al., 2014) y metanfetamina (Urrutia
et al., 2013, Rubio-Araiz et al., 2014), se ha observado la sobreactivacién de
MMP-9. Este incremento en la actividad de metaloproteinasas conduce a una
degradacion de componentes de la matriz extracelular y a un aumento en la
permeabilidad de la BHE. Por otro lado estudios con ratas relacionan la
disminucién de MMP-9 en hipocampo con cambios en la matriz extracelular
qgue inducirian posibles efectos sobre la arquitectura dendritica y la fisiologia
sinaptica (Szklarczyk et al.,, 2002). En particular nuestros resultados
concuerdan con un estudio de Wright y colaboradores (Wright et al., 2003) en
el cual se ha demostrado como en ratas sometidas a diferentes
concentraciones de etanol (inyeccién ip con 1g/kg, 1.5 g/kg, 2g/kg) no varia la

actividad enzimatica de MMP-2 y disminuye, de manera dosis dependiente, la

141



DISCUSION

actividad enzimatica de MMP-9 en hipocampo; Wright y col. relacionan esta
disminucibn con una menor memoria espacial evaluada con test
comportamentales (motor test battery y circular water maze) atribuyendo los
cambios a una menor remodelacion de la matriz extracelular y por tanto una
menor plasticidad sinaptica.

En cuanto a los mecanismos que podrian producir la disminuciéon en la
actividad de MMP-9, un estudio reciente atribuye la disminucion de la actividad
de MMPs producido por alcohol in vitro a la unién covalente entre el zinc
catalitico de las MMPs y el grupo hidroxilo del alcohol (Tezvergil-Mutluay et al.,
2011); no obstante no hay evidencias de que este efecto se produzca in vivo.
Independientemente del mecanismo que produce esta disminucion en la
actividad, lo que se desprende de estos resultados es que ni MMP-9 ni MMP-2
son responsables de la disminucion en la expresion de laminina y colageno IV
gue observamos en hipocampo en nuestro modelo. Esto concuerda con el
estudio de Savarin y colaboradores (Savarin et al., 2011) en el cual se observo,
en un modelo de encefalopatia viral en ratones C57BL/6, una permeabilidad de
la BHE similar entre animales controles y animales MMP-9-KO; en el mismo
estudio se demostro la importancia del aumento de la expresiéon de MMP-3 en
la mayor permeabilidad de la BHE detectada con fluoresceina de sodio
(inyectada en los animales 10 minutos antes del sacrificio) en animales MMP-9-
KO y en ausencia del aumento de otras MMPs como MMP-2 y MMP-12.

En esta Tesis se evalué también la actividad de MMP-3 cuyo aumento esta
relacionado con otras enfermedades como con la espondilitis anquilosante
(Chen et al., 2006) o con una un variacion de los niveles de beta amiloide,
proteina que desempefia un papel clave en la patogénesis de la enfermedad de
Alzheimer (Reitz et al., 2010).

Con estos antecedentes y teniendo en cuenta que la MMP-3 podria degradar
tanto la laminina como el colageno IV estudiamos el efecto del etanol con
nuestro protocolo DID sobre la actividad enzimatica de esta enzima. Se
observé un incremento en la actividad de MMP-3 en hipocampo de raton en los
dos tiempos estudiados, inmediatamente y 24 horas tras la retirada de etanol,
que podria estar relacionado con el aumento de la degradacion observado en

laminina y colageno IV.
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Por otro lado, las MMPs no son las Unicas enzimas que pueden degradar la
matriz extracelular. La plasmina, serina proteasa que se libera en forma de
plasmindgeno y se activa gracias a la accion de activadores como el activador
tisular del plasminégeno (t-PA), es una enzima conocida sobre todo por su
efecto anticoagulante. Ademas de esta funcion, la plasmina degrada
componentes de la matriz extracelular de manera directa, degradando por
ejemplo laminina y colageno de tipo IV (Ichinose et al., 1986, Chen y Strickland,
1997, Chen et al., 2003) o activando las MMPs entre ellas MMP-3 (Carmeliet et
al., 1997). Estudios en ratones C57BL6 Knockout para t-PA (t-PA KO) implican
a la plasmina en la degradacion de laminina que facilita la neurodegeneracion
inducida por el consumo cronico de alcohol (Skrzypiec et al., 2009). Se ha
demostrado en cultivos de astrocitos (Zhang et al., 2014) como el etanol (a
concentraciones de 25, 50, y 75 mM que corresponden a 0.12, 0.23 y 0.35 g/dL
respectivamente) es capaz de aumentar la expresion de t-PA y parece que este
efecto podria estar relacionado con la inhibicibn de la plasticidad neuronal
mediada por astrocitos. En nuestro protocolo DID hemos observado un
aumento en la expresion y en la actividad enzimética de la t-PA tanto
inmediatamente tras haber retirado el etanol como a las 24 horas tras 4 ciclos
de exposicion. t-PA se analiz6 mediante Western blot y zimografia en gel y las
diferencias se apreciaron mas en zimografia; aunque las dos técnicas se
consideran una medida de la expresion de la enzima, la zimografia revela la
fraccién con actividad ex vivo, mientras que la inmunodeteccion por Western
blot detecta toda la proteina presente en la muestra. Estas dos poblaciones no
tienen por qué coincidir necesariamente y de hecho, el grado de solapamiento
entre ellas varia de una MMP a otra. Otro factor que puede contribuir a la
discrepancia observada es la diferencia entre las sensibilidades de las técnicas,
ya que la actividad detectada en la zimografia puede corresponder a
cantidades de proteina en el orden de picogramos (Kleiner y Stetler-Stevenson,
1994), posiblemente por debajo del limite de deteccion de las mediciones
realizadas por Western blot.

El hecho de que observemos un aumento de la expresion de MMP-3 y de t-PA
a los mismos tiempos en los cuales observamos la disminucion en laminina y
colageno IV nos podria indicar una importante contribucién de estos factores a

la degradacién de la lamina basal aunque es verdad que se necesitarian
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estudios adicionales para poder comprobar que en ausencia de un aumento en
la actividad de MMP-3 no se produciria degradacion de laminina .

En esta Tesis Doctoral se ha estudiado también la capacidad del etanol en el
paradigma Drinking in the Dark para producir neuroinflamacion. La
neuroinflamacion es una caracteristica comun en muchas enfermedades
neurologicas tales como las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson, en
esclerosis mdltiple, en ictus (Chen et al., 2006, Maracchioni et al., 2007) y
podria ser consecuencia de una disfuncion de la BHE (Daneman y Rescigno,
2009) que daria lugar al paso de agentes patégenos al cerebro. La activacion
glial es critica en los procesos de neuroinflamacion (Streit et al., 2004; Block et
al., 2007). Estudios recientes tanto en cultivos de astrocitos de rata como en
cultivos de microglia de rata y raton han demostrado como el etanol induce un
aumento de la activacion glial, parametro que indica un aumento de
neuroinflamacién (Guerri y Renau-Piqueras, 1997, Fernandez-Lizarbe et al.,
2009). Por otro lado otros estudios han indicado, utilizando células endoteliales
humanas, que el alcohol podria inducir alteraciones en BHE alterando las
cadenas ligeras de la miosina y alteraciones de las uniones estrechas (Haorah
et al., 2007), permitiendo la infiltracion de células inflamatorias (macréfagos,
leucocitos, etc.) que promoverian la liberacion de las citoquinas y procesos
neuroinflamatorios. En base a que la exposicion cronica a etanol produce
inflamacion y que las células gliales tienen capacidad de secretar factores que
degradan la BHE, y por otra parte, que el aumento de permeabilidad de la BHE
podria, a su vez, aumentar la inflamaciébn mediante infiltrados (Roe et al.,
2012), el siguiente objetivo fue estudiar la respuesta de las células gliales a la
exposicion de etanol. Se observd, en nuestro modelo DID, un aumento en la
expresion de diferentes poblaciones astrogliales marcadas con GFAP y S100B.
GFAP marca la unidad proteica esencial de la cual estan constituidos los
filamentos intermedios de los astrocitos. Los niveles de GFAP estan
relacionados con la reactividad de los astrocitos y GFAP juega un papel
fundamental en el mantenimiento estructural de la morfologia de los astrocitos
(Leventopoulos et al., 2007). La proteina S100B promueve la aparicion de los
gliofilamentos astrogliales en el citoesqueleto. Este componente del
citoesqueleto en astrocitos tiene una importancia vital para el establecimiento

del aparato de succién, a través del cual estas células absorben desde los
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capilares los metabolitos necesarios para el mantenimiento de las neuronas. La
estrecha relacion entre las prolongaciones astrogliales, las células endoteliales
que constituyen los capilares y las proteinas de la matriz extracelular es la base
de la estructura de la BHE gracias a la cual las sustancias nocivas no afectan
de manera directa las neuronas. S100B estd implicado también en la
regulacion de varias actividades intracelulares, tales como el metabolismo
celular, la modificacion del citoesqueleto, la proliferacion celular, la
diferenciacion (Donato, 2003, Donato et al., 2009) y la actividad tréfica en
neuronas y en ceélulas gliales con implicaciones en la supervivencia neuronal
(Van Eldik y Wainwright, 2003, Tramontina et al., 2006). Ademas, se secreta
desde el interior de los astrocitos al espacio extracelular y es por esta razén
gue se utiliza como marcador de astrocitos (Shiiya et al., 2004, Donato et al.,
2009, Ye et al., 2011). Concentraciones nanomolares de S100B estimulan el
crecimiento de neuritas, mejoran la supervivencia de las neuronas y actian
como un factor neurotréfico y de supervivencia neuronal (Donato, 2003,
Rothermundt et al., 2003, Donato et al., 2009). Por otro lado, las
concentraciones micromolares estimulan la liberacion de citoquinas
proinflamatorias, inducen apoptosis y actia como factor neurotéxico induciendo
apoptosis neuronal (Donato, 2003, Rothermundt et al., 2003, Donato et al.,
2009). Los astrocitos liberan constitutivamente S100B y la liberacion se ve
reforzada por la exposicion de los astrocitos a agonistas de la serotonina, a
glutamato, al &cido lisofosfatidico o al factor de necrosis tumoral (TNFa,; (Brozzi
et al., 2009). La concentracion sérica de S100B aumenta en patologias como la
depresion y disminuye con un tratamiento antidepresivo (Schroeter et al.,
2002). Se han encontrado altos niveles de S100B en tejido cerebral en
pacientes con enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de
Alzheimer (Griffin y Barger, 2010). Algunos estudios demuestran que su
concentracion también aumenta con estrés cronico y prenatal en hipocampo y
corteza prefrontal (Barros et al., 2006, Ye et al., 2011). La sobreproduccion de
S100B puede inducir disfuncién neuronal e inflamaciéon (Donato et al., 2009).

El aumento en la expresibn de GFAP y de S100B es evidente 24 horas
después de 4 ciclos de exposicién, es decir a posteriori de que hubiera un
aumento en la permeabilidad de la BHE, indicando que la activacion glial

observada podria ser una consecuencia y no una causa.
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A diferencia de los cambios producidos sobre el estado de los astrocitos, en el
caso de la microglia no se observa incremento alguno en el marcaje de Iba-1 lo
que indica que estas células gliales no estan activadas sino que permanecen
en estado de reposo. La falta de activacion de la microglia podria ser debida a
que los astrocitos, las células mas abundantes en el cerebro, pueden secretar
uno o mas factores capaces de modular la activacion microglial mediante la
regulacion de los niveles microgliales de especies reactivas del oxigeno (ROS;
(Min et al., 2006). Por otro lado bajas dosis de S100B serian capaz de inhibir la
microglia (Donato et al., 2013).

Los estudios descritos anteriormente realizados en esta Tesis Doctoral
mostraban que los efectos mas significativos y evidentes se aprecian después
de 4 ciclos de exposicidon a etanol. La disminucién de la expresion de colageno
IV es mas evidente, ya que se observa en las tres zonas estudiadas después
de 4 ciclos. De manera similar los cambios en laminina, GFAP y S100B sélo se
observan después de 4 ciclos de exposicion a etanol. Por este motivo, el resto
de los estudios que constituyen esta Tesis Doctoral se centraron en los efectos
producidos por etanol tras 4 ciclos de consumo.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la activacion glial se considera un
marcador de neuroinflamacion y se asocia con patologias de origen
neurodegenerativo (Heneka et al., 2005, Ahmed et al., 2010). Por otro lado, si
bien no se conocen con certeza los mecanismos responsables del dafio que
produce el etanol, se sabe que su abuso puede causar dafio cerebral,
disfunciones cognitivas y neurolégicas y, en algunos casos, neurodegeneracion
(Crews y Nixon, 2009) siendo muy téxico para las células neuronales (Pascual
et al., 2007). Estudios en animales experimentales muestran, que el consumo
de alcohol crénico (Crews et al., 2004) o la administracién intragastrica de 10-
12 g/kg durante 4 dias induce neurodegeneracion corticolimbica (Crews et al.,
2006). En humanos se ha demostrado que su abuso puede causar muerte
neuronal y reduccién de la masa cerebral (de la Monte, 1988) y en trabajos
realizados postmortem en cerebros de alcohdlicos se ha observado un
aumento de células positivas para TUNEL (Ikegami et al., 2003). De acuerdo
con estos datos en nuestros animales, sometidos al protocolo DID de 4 ciclos,
se observé un aumento en la muerte neuronal utilizando el marcaje con Fluoro-

Jade, que produce una tincion selectiva de los cuerpos celulares, axones y
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terminales neuronales degenerados (Schmued et al., 1997, Schmued vy
Hopkins, 2000), inmediatamente tras haber retirado el etanol y a las 24h. Se ha
demostrado como un solo episodio de intoxicacion de etanol el dia 7 postnatal
induce una masiva neurodegeneracion en el cerebro de roedores en desarrollo
(Ikonomidou et al., 2000); lo que lleva a la disfuncion neuronal (Izumi et al.,
2005a, Izumi et al., 2005b, Wilson et al., 2011, Sadrian et al., 2012, Subbanna
et al., 2013a, Subbanna et al., 2013b). El etanol induce acetilacion de histona 3
(Subbanna et al., 2014), aumenta la liberacion del citocromo C (Saito et al.,
2012) y aumenta caspasa-3 en corteza y talamo (Olney et al., 2002, Han et al.,
2005, Ullah et al., 2013), factores que conducen a neurodegeneracion en
ratones recién nacidos. En ratas adolescentes la exposicidn a vapores de
etanol al 96%, hasta llegar a una concentracion plasmatica de 225 mg/dl, se
observa un aumento en caspasa 3 en hipocampo y un aumento de muerte
neuronal (Ehlers et al., 2013).

Estudios recientes demuestran la implicacion de los receptores Toll-like en la
neuroinflamacion y neurodegeneracién inducida por etanol. En ratas se
demostré que los TLR4 tienen un papel crucial en el aumento de mediadores
inflamatorios y en la hipertrofia glial asociado al consumo y/o abuso de alcohol
(Vallés et al., 2004, Blanco y Guerri, 2007). Ademas, utilizando ratones
deficientes en TLR4, Alfonso-Loeches y colaboradores demostraron el papel
fundamental de TLR4 en la neuroinflamacion y la degeneracién neuronal
inducida por el etanol (Alfonso-Loeches et al., 2010). En ratones deficientes en
TLR4 el consumo crénico de etanol no activa las células astrogliales y la
consecuente induccién de mediadores de la inflamacion, lo que sugiere que la
sefalizacion mediada por TLR4 es esencial en la neuroinflamacion inducida por
etanol. Por otro lado, en cultivos de astrocitos humano se ha demostrado que el
alcohol induce activacion de los receptores TLR (Floreani et al., 2010).

En base al papel de los TLR4 en la neuroinflamacion y neurodegeneracién por
exposicién cronica a etanol y teniendo en cuenta el aumento en activacion glial
y en muerte neuronal producido por la exposicion a 4 ciclos de DID mostrados
en esta Tesis Doctoral se determind la expresion del TLR4 para evaluar su
posible implicacion en los efectos de etanol sobre la BHE. Observamos un
aumento en la expresion del TLR4 inmediatamente después de haber retirado

el etanol y 24 horas mas tarde. Sin embargo, un aumento en la expresion del
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receptor no se traduce necesariamente en una activacion del receptor y por lo
que a continuacion se estudio la expresion de varias proteinas implicadas en la
activacion y sefalizacion del TLR4. En primer lugar se exploré la activacion del
TLR4 utilizando la expresion de HMGB1, una proteina ligando de diferentes
receptores de membrana incluyendo TLR4. Tras 4 ciclos de exposicion
inmediatamente después de haber retirado el etanol y a las 24h observamos un
aumento en la expresion de HMGBL1. La secrecion de HMGBL1 en el espacio
extracelular estad controlada por un mecanismo dependiente de calcio (Oh et
al., 2009) y se ha demostrado que monocitos y macrofagos secretan HMGB1
tras estimulos inflamatorios inducidos por LPS, TNF-a o interleuquina-1 (Wang
et al., 1999). Después de su liberacion, la HMGBL1 interactda con una serie de
receptores en la membrana celular y, en particular, con TLR2 y TLR4. La
interaccidbn con estos receptores induce la activacion de las vias de
sefializacion de estos receptores (Anderson, 2000, Degryse et al., 2001) y en
particular su uniéon a TLR4 induce activacion de la via dependiente de Myd88 y
consecuentemente la activacion de las MAPK (IJNK p54/p46, ERKp44/p42 y
p38) (Lien et al., 2000, Matsuguchi et al., 2003, Miller et al., 2005, Chen et al.,
2006, Gutiérrez-Venegas et al., 2006). Es razonable pensar, por tanto, que un
aumento en la expresiéon de TLR4 y del ligando HMGB1 como ocurre en
nuestro modelo podria producir un aumento en la activacion del receptor TLR4
y de las moléculas implicadas en su via de sefalizacion. Se estudio, por tanto,
la expresion de MyD88, la proteina adaptadora especifica de TLRs (Wang et
al., 2009). Con la excepcion de TLR3, todos los TLR conocidos dependen
totalmente o parcialmente (como es el caso de TLR4) de Myd88 para la
transduccion de sefales intracelulares (Barton y Medzhitov, 2003a, b). La
exposicion de ratones a 4 ciclos de etanol aumentd la expresion de esta
proteina 24 h después de la retirada de etanol, confirmando asi la hipotesis de
gue un aumento en la expresion del receptor y de uno de sus ligandos
aumentaria la sefalizacion intracelular relacionada con TLR4. Recientes
estudios en células astrogliales han demostrado como la activacion del receptor
TLR4 estimula la activacion de vias de sefalizacion y factores de trascripcion
(MAPK, NF-xB, AP-1; (Blanco et al., 2005, Blanco et al., 2008). Basandonos en
el incremento en la expresion de HMGB1, TLR4 y MyD88, el siguiente objetivo

fue estudiar la expresiéon de las MAPK (MAPK de sus siglas en inglés mitogen-
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activated protein kinases). Las MAPK, son una serie de serin-treonin quinasas
que median la sefializacion intracelular y se asocian a una gran variedad de
actividades celulares como supervivencia, diferenciacion, proliferacion y muerte
(Kim y Choi, 2010). En primer lugar se determiné la expresion de las MAPK. La
exposicion a 4 ciclos de etanol aumento la expresion de la forma fosforilada de
p-38 (p-p-38) y de ERK (p-ERK 1/2), siendo estas las formas activas de las
enzimas, mientras que no se observd ninguna diferencia en la expresion de la
forma fosforilada de JNK. EI aumento en la expresion de p-ERK1/2 se observo
inmediatamente después de haber retirado el etanol y a las 24 horas, mientras
que el aumento de p-p-38 se observé solo después de 24 horas. La activacion
de ERK1/2 y p-38 ha sido asociada en estudios en cultivos humanos de cornea
con la fosforilacién de las proteinas de la BHE con consecuente ruptura de las
uniones estrechas (Wang et al., 2004). Se ha demostrado que p-38 induce un
marcado aumento en la expresion de proteasas especificas de la matriz
extracelular incluyendo metaloproteinasas de la matriz, MMP-3, MMP-9 y MMP-
10 (Turner et al., 2010).

Como se ha explicado mas arriba la activacion de los receptores TLR4 puede
inducir la translocacion al nucleo de factores de transcripcion como NF-xB y
AP-1 y la consecuente producciéon de TNF-a, factor implicado en muchos
mecanismo celulares como por ejemplo la regulacion de las células inmunes y
la muerte apoptotica. p-ERK1/2 es una de las principales proteinas que activa
la subunidad c-fos del factor de transcripcién AP-1, proteina responsable de la
activacion de NF-xB que induce la produccion de TNF-a. De acuerdo con el
incremento en la expresion de P-ERK1/2, la exposicion a 4 ciclos de DID
también aumentd la expresion de c-fos tanto inmediatamente después como a
las 24 horas tras retirar el etanol. Nuestros resultados muestran que la
activacion de TLR4 y de su via MyD88-dependiente (con la consecuente
activacion de p-ERK1/2 y c-fos) podria ser uno de los mecanismos que
participan en las alteraciones en la BHE y en la muerte neuronal inducidas por
el consumo intensivo de etanol definido como binge drinking.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la ausencia del TLR 4 evita la
activacion de la cascada inflamatoria inducida en astroglia por la exposicion

cronica a etanol (Alfonso-Loeches et al.,, 2010). Para comprobar que el
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incremento en la expresion y sefializacion del receptor TLR4 producido por la
exposicién de 4 ciclos de DID estaba implicado tanto en los cambios en la BHE
como en la neuroinflamacioén inducida por etanol, se sometieron ratones TLR4-
KO a 4 ciclos de etanol sacrificando los animales 24 horas después de suprimir
el consumo ya que los cambios producidos por el etanol son mas evidentes a
este tiempo. En los animales WT se observé un aumento de la expresion de
S100B en las tres areas del hipocampo estudiadas, incremento que no se
observa en los animales TLR4-KO. Este incremento en la expresion de S100B
es indicativo de activacion astroglial y su ausencia en los ratones TLR4-KO
sugiere que los TLR4 desempefian un papel importante en esta activacion.

En cuanto a la permeabilidad de la BHE en los ratones WT expuestos a etanol
aumenta la extravasacion de IgG en giro dentado, CA1 y CA3, efecto que no se
produce en los animales TLR4-KO. Esto indica que en los animales TLR4-KO
el etanol no induce la alteracién de permeabilidad observada en los animales
WT. Para determinar si esta ausencia de efecto de etanol en TLR4-KO se
producia también en la lamina basal, se estudié la expresion de laminina y
colageno IV en ausencia del receptor. De forma similar a lo que ocurre con la
permeabilidad de la BHE, en ratones TLR4-KO no se observa disminucion en la
expresion de laminina, efecto que si se observa en los ratones WT. La
ausencia de efecto de etanol en los ratones TLR4-KO también se observa en
coldgeno IV cuya expresion en animales TLR4-KO expuestos a etanol era
similar a aquella en animales TLR4-KO que no fueron expuestos a etanol Estas
observaciones indican que el TLR4 es importante en la degradacién de
laminina y colageno IV producida por el etanol en los animales WT.

Es interesante ademas sefalar que se observa una menor expresion basal de
colageno IV en los animales TLR4-KO que en animales WT y sin embargo la
permeabilidad basal de la BHE de los dos tipos de ratones es similar o que
sugiere que el papel de los TLR4 es mas importante cuando los animales se
exponen a etanol que en situaciones fisiolégicas.

Para determinar el papel de TLR4 en la muerte neuronal producida por el
consumo intensivo y repetido de etanol se realizd un estudio de tincion con
Fluoro-Jade observandose en los animales WT expuestos a etanol un aumento
de células marcadas positivamente tanto en giro dentado como en CA3, efecto

que no se observd en los animales TLR4-KO indicando que los TLR estan
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implicados en los procesos que conducen a la muerte neuronal observada en
animales sometidos a 4 ciclos de DID.

En conjunto estos datos indican que la via de sefializacion regulada por el
receptor TLR4 juega un papel importante en las modificaciones estructurales y
en el aumento de permeabilidad de la BHE inducidos en el hipocampo por la
exposicion de ratones a etanol utilizando el modelo de binge drinking DID.
Ademas, los resultados observados sobre expresion de S100B y sobre tincion
con Fluoro-Jade indican que este receptor también es importante en la
activacion glial y en la muerte neuronal producida por el consumo intensivo y

repetido de etanol.
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De los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1. El consumo intensivo y repetido de etanol aumenta la permeabilidad de
la BHE en hipocampo de raton que se refleja en un aumento de
extravasacion de 1gG. Este efecto no esta relacionado con el numero de
ciclos ni con el tiempo transcurrido después de la retirada de etanol.

2. El aumento en la permeabilidad de la BHE producido por etanol parece
estar relacionado fundamentalmente con un aumento en la degradacion
de colageno IV.

3. El efecto del etanol sobre la expresion de las proteinas que forman la
matriz extracelular es mas pronunciado en CA1 y CA3 que en giro
dentado.

4. La degradacién de laminina y colageno IV no se correlaciona en el
tiempo con una mayor actividad de MMP-9 y MMP-2, sino que podria
deberse a un aumento en la actividad de MMP-3 y a un aumento de la
expresion y actividad de t-PA.

5. El etanol induce una moderada respuesta astroglial que no parece estar
implicada en la muerte neuronal.

6. El aumento en la expresion del receptor de tipo Toll 4 y de algunas de
las proteinas implicadas en su sefalizacion como HMGB1, MyD88, p-
ERK 1/2, p-p-38 y c-fos indica que el etanol incrementa la activacion de
este receptor.

7. En los ratones TLR4-KO el consumo de etanol no modifica la
permeabilidad, ni la estructura de la BHE, no induce respuesta astroglial
y no provoca muerte neuronal, lo cual indica que este receptor esta

implicado en los cambios inducidos por etanol en ratones WT.
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