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ABREVIATURAS




ADH: alcohol deshidrogenasa

ADN: &cido desoxirribonucleico

ADNc: ADN complementario

AEA: araquidonoiletanolamida o
anandamida

2-AG: 2-araquidonil glicerol

ANOVA: andlisis de la varianza

ARN: &cido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATV: area tegmental ventral

BHT : butilhidroxituloeno

CB;: receptor cannabinoide tipo 1

CB.: receptor cannabinoide tipo 2

CD6: transportador de acidos grasos
DAG: diacilglicerol

DAGL.: diacilglicerol lipasa

DAGL-a: diacilglicerol lipasa subtipo a
DAGL-: diacilgliceol lipasa subtipo 3
DID: Drinking in the Dark

ECL: quimioluminescencia

FAAH: hidrolasa de amida de &cidos
grasos

GABA: acido y-aminobutirico

GMP: guanosina monofosfato ciclico
GOT: transaminasa glutamico oxalacética
GPT: transaminasa glutamico piruvica
GGT: gamma glutamil transpeptidasa
HDL-C: colesterol de alta densidad
5-HTT: transportador de serotonina

IL: interleuquina

IRAK: kinasa asociada a IL-1R

LPA;: receptor 1 del acido lisofosfatidico
LPS: lipopolisacarido

MGL: monoacilglicerol lipasa

Abreviaturas

MAPK: proteina quinasa activada por
mitdgeno

MCP-1: proteina quemo-atrayente de

monocitos
MOPS: acido 3(-N-morfolino)
propanesulféonico

MyD88: factor 88 de diferenciacion
mieloide

NAc: nucleo accumbens

NAEs: N-aciletanolaminas/
aciletanolamidas
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acilfosfatidiletanolamina
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PAMPs: moléculas asociadas a patégenos
PEA: palmitoiletanolamida

PPAR: receptor activado por proliferadores
de peroxisomas

(q)RT-PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa a tiempo real

SEC: sistema endocannabinoide
SEM/EEM: error estandar de la media
SNC: sistema nervioso central

sP: ratas Sardinian con preferencia al
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TAB 1: proteina ligadora de TAK 1

TAK 1: quinasa activada de TGF-3

TFs: factores de transcripcion
TGF-B: factor de crecimiento
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THC: tetrahidrocannabinol
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1.1. RESUMEN EN ESPANOL

Actualmente, el alcohol es una de las sustancias de mayor consumo a nivel mundial. El
consumo intensivo en atracon o “binge drinking’ es un patron de comportamiento
caracterizado por la ingesta repetitiva de alcohol hasta Icanzar la intoxicacién. Este
comportamiento se puede observar hoy en dia, especialmente entre los adolescentes. Este
comportamiento, definido como el consumo de 5 bebidas 0 mas entre hombres y 4 bebidas
0 mas entre mujeres en un periodo de 2 horas que resulta en una concentracion de alcohol
en sangre de 0.08%, se puede considerar la raiz del problema de adiccion al alcohol ya que,
ademas de las consecuencias a corto plazo que afectan a estas personas, es mas probable
que individuos abusen o dependan del alcohol a largo plazo. El consumo continuo y
excesivo de alcohol conduce a neuroadaptaciones en el cerebro que promueven el
desarrollo de la dependencia al alcohol al crear, por ejemplo, tolerancia a través de
alteraciones en el metabolismo del alcohol o cambios en la percepcion del efecto de
recompensa en el sistema nervioso central.

Uno de los sistemas neurotransmisores modulado por alcohol es el sistema
endocannabinoide. La modulacion de los transmisores lipidicos en el cerebro puede estar
asociado al desarrollo de dependencia a alcohol al adquirir ciertas caracteristicas
relacionadas a la adiccion como tolerancia, “craving’” y abstinencia. Aunque se ha
establecido una relacion entre el sistema endocannabinoide y el alcoholismo, el sistema
periférico ha sido menos estudiado. En la presente Tesis Doctoral se abordaron varias
hipétesis para estudiar el alcoholismo y el papel que juega el sistema endocannabinoide en
los tejidos periféricos (higado, bazo, yeyuno) en el fenébmeno del alcoholismo:

HIPOTESIS 1. La expresién de los genes y/o proteinas relacionadas con el sistema de
transmisién endocannabinoide se altera por la auto-administracién prolongada de alcohol en
el higado y el intestino de los animales expuestos a esta droga. Los cambios observados
dependeran de la intensidad del consumo.

HIPOTESIS 2. La expresién de los genes y/o proteinas relacionadas con el sistema de
transmisién endocannabinoide en el higado y el intestino de los animales se altera por la
exposicion intensiva a alcohol en un modelo de atracon ("binge"). Los cambios observados
dependeran del numero de episodios de consumo intensivo y se observaran de modo
diferencial en ambos tejidos.

HIPOTESIS 3. La exposicidon moderada durante la adolescencia a alcohol en un modelo de
consumo episédico producira cambios a largo plazo en la expresion de los genes y/o
proteinas relacionadas con el sistema de transmision endocannabinoide (SEC) en el bazo
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de los animales expuestos. Los cambios observados dependeran del sexo del animal
expuesto a alcohol durante la adolescencia.

HIPOTESIS 4. Aunque el alcohol puede producir efectos diferenciales sobre la expresion de
los genes y/o proteinas relacionadas con el sistema de transmision endocannabinoide, que
serian dependientes del tejido y el modelo de administracidon del alcohol, se pueden
encontrar patrones comunes de accién de esta droga sobre estos sistemas de transmision.
Para verificar las hipétesis se realizaron tres estudios diferentes con tres modelos diferentes
de alcoholismo (autoadministracion, “binge drinking”, y “Drinking in the Dark”). Se estudio la
expresion génica y la expresion protéica en los tejidos periféricos, incluyendo el higado, el
intestino y el bazo, para analizar su participacion en la conducta adictiva.

En el primer estudio se analizaron los efectos del alcohol en el higado e intestino de ratas
después de tres meses de autodministracion. Un grupo de los animales consumioé una tasa
baja de alcohol y otro grupo una tasa alta. El grupo control bebié una solucién de sacarina.
En el caso de los receptores CB, y LPAR1, no se afectaron los niveles de ARNm. En el
receptor CB, y PPAR-a no hubo un efecto de auto-administracién pero hubo diferencias
entre grupos donde disminuyeron los niveles de los receptores en el grupo de tasa alta de
auto-administracion. En las enzimas de biosintesis (NAPE-PLD y DAGL-a/B) y en las
enzimas de degradacion (FAAH y MGL) tampoco se vio un efecto de auto-administracion en
los niveles de ARNm pero si disminuyeron los niveles de enzimas en el grupo de la tasa alta
de alcohol comparado con el de tasa baja. En el caso del intestino, no se vieron efectos en
los niveles de los receptores. Se vio un efecto en la tasa alta de alcohol en el receptor
LPAR1. Igualmente este efecto se mostr6 en DAGL-B y en las enzimas de degradacion
(FAAH y MGL). Contrario al higado, en el intestino se vio un incremento de los niveles de
receptores y enzimas en el grupo de tasa alta de alcohol.

En el segundo estudio se analizé la expresion de los genes relacionados con la sefalizacion
del sistema endocannabinoide en el higado e intestino de ratas Wistar expuestas a un
modelo de atracén forzado mediante la administracion oral de 3 g/kg de una solucion de
etanol al 25% en agua por 1, 2, 4 y 8 episodios de consumo intensivo de alcohol (una
administracion unica intensiva). Se midié la concentracion de etanol en sangre donde se vio
un efecto del tiempo de exposicion y tiempo de toma de muestra en los niveles de alcohol
en sangre. En el higado se vio un efecto por el consumo de alcohol en atracén en los
receptores (CB4, CB,, PPAR-a y LPAR1), enzimas de biosintesis (NAPE-PLD y DAGL-a/B),
enzimas de degradacion (FAAH y MGL) del sistema endocannabinoide y translocasa de
acidos grasos (CD36) con una disminucién en los niveles de estos. En el intestino se vio un
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efecto por el consumo de alcohol en atracon en el receptro PPAR-a y sélo cuando se
repitieron los atracones (binge 4, binge 8). En cuanto a la expresién proteica, sélo se vio un
efecto en el aumento de los niveles de MGL en el higado.

En el tercer estudio se analizé la expresiéon de los genes relacionados con la sefalizacion
del sistema endocannabinoide en el bazo de ratas Wistar adultas expuestas a cuatro
semanas de consumo moderado de alcohol durante la adolescencia. El andlisis de
concentracion de alcohol en sangre demostré un efecto significativo de tiempo de
exposicion y factor sexo. En cambio, no hubo un efecto en el metabolismo energético ni en
la toxicidad de los animales. Se vio un efecto de exposicidon de alcohol en la expresion
génica de los receptores CB; y PPAR-a. También se vio un efecto por factor sexo en CB;.
En cuanto a la expresion proteica se vio un efecto de exposicion a alcohol y factor sexo en
NAPE-PLD. También se estudi6 la repercusion funcional en el sistema inmune en la edad
adulta de la exposicion de ratas Wistar a cuatro semanas de consumo moderado de alcohol
durante la adolescencia. Se estudiaron los niveles de citoquinas (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10) y
guemoquinas circulantes (CCL2/MCP-1, CX;CL1/fractalquina). Se vio un efecto por factor
sexo con una disminuciéon en concentracion de CX;CL1 en ratas macho. En las citoquinas
se vio un efecto de exposicion de alcohol y facto sexo en TNF-a e IL-6 con una
concentracion mas baja de ambas en hembras.

Los datos recogidos de estos estudios nos permiten concluir que la exposicion a alcohol
afecta la expresiéon génica y/o protéica del sistema endocannabinoide en el higado, yeyuno
e intestino. La exposicién a alcohol en los tres modelos experimentales afectan la expresion
de los genes y/o proteinas relacionadas con el sistema endocannabinoide en el higado, el
intestino y el bazo. Los efectos fueron mas visibles en los niveles de ARNm. Estos efectos
fueron especialmente intensos en el modelo de consumo de alcohol por atracén. Se vio una
relacion entre la intensidad y la dosis de alcohol administrada con los cambios producidos
en los tejidos periféricos. Mientras mas alta era la dosis y el numero de atracones, mas
cambios se vieron. En el modelo de auto-administracion los cambios en higado e intestino
dependian de la intensidad de la auto-administracion aunque tuvieron efectos opuestos en
ambos tejidos. En el higado se produjeron efectos inhibitorios mientras que en el intestino
se produjeron efectos activadores. En el modelo de exposicion adolescente a cantidades
moderadas de alcohol se observaron efectos en el sistema endocannabinoide,
especialmente entre sexos. Por lo que hay diferencia de género luego de exposicién a
alcohol. Ademas, se vio un cambio en el sistema inmunolégico y en los niveles de
citoquinas, también con diferencias en género.
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Por lo tanto, estos estudios nos indican que el alcohol también modula el sistema
endocannabinoide y el sistema inmune en los tejidos periféricos. La exposiciéon al alcohol,
sea en el modelo de ingesta crénica o aguda, produce una desregulacion en el sistema
caracteristico de una condicién patolégica. La determinacion de los factores (e.g, dosis,
intensidad) que conducen a ese estado de adiccion, la importancia de la localizacién donde
ocurren estos cambios (higado o intestino) nos aclara los mecanismos envueltos en la
transicion del uso agudo al uso cronico de alcohol. Las adaptaciones o deficiencias del
sistema endocannabinoide en los tejidos periféricos pueden ser un punto de partida para

encontrar nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento de alcoholismo.
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1.2. RESUMEN EN INGLES

Currently, alcohol is one of the most frequently used substances worldwide. The term “binge
drinking” refers to a behavioral pattern characterized by repeatedly drinking to intoxication.
This behavior is usually seen among adolescents. "Binge drinking" has been defined as a
drinking pattern that brings blood alcohol concentration to 0.08%, where men consume 5 or
more drinks and women consume 4 or more drinks in a 2-hour period. Alcohol addiction may
stem from binge drinking since, besides suffering several short-term consequences, it is
more probable that this type of behavior will lead to alcohol abuse or dependence in the long
run. Brain neuroadaptations occur after excessive and continuous consumption of alcohol,
which could lead to the development of alcohol dependence due to alterations in alcohol
metabolism or changes in the perception of the rewarding effect in the central nervous
system.

One of the neurotransmission systems modulated by alcohol is the endocannabinoid
system. The modulation of lipid transmitters in the brain could be aasociated to the
development of alcohol dependence after acquiring certain characteristics that are distinctive
of addiction like tolerance, craving or withdrawal. Even though a link has been established
between the endocannabinoid system and alcoholism, the peripheral system has barely
been studied. Our present work will address the following hypotheses concerning the link
between alcoholism and the role of the endocannabinoid system in alcoholism at the
peripheral level (liver, spleen, jejujum):

HYPOTHESIS 1. Gene and/or protein expression relates to the enocannabinoid system
transmission is altered by the prolonged exposure to alcohol during self-administration in the
liver anf jejunum of animals exposed to this drug. The observed changes will depend on
consumption intensity.

HYPOTHESIS 2. The gene and/or protein expression related to the endocannabinoid
system transmission in the animals’ liver and jejunum is altered by intensive exposure to
alcohol in a binge drinking model. The changes observed will depend on the number of
episodes of intensive consumption and will be differentially observed in both tissues.
HYPOTHESIS 3. Moderate exposure to alcohol during adolescence in a model of episodic
drinking will produce long-term changes in the expression of genes and/or proteins related to
the ECS transmission in the animals’ spleen. The observed changes will depend on the
animal sex when exposed to alcohol during adolescence.

HYPOTHESIS 4. Although alcohol can induce differential effects on gene and/or protein
expression related to ECS transmission, which would depend on the tissue and the type of
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alcohol administration experimental model, common patterns of alcohol action can be seen
in these transmitter systems.

Three different studies were performed to verify these hypotheses. Three different alcohol
models (self-administration, "binge drinking" and "Drinking in the Dark"). Gene and protein
expression was analyzed in peripheral tissues, including liver, intestine and the spleen to
study their role in addictive behavior.

In the first study, alcohol effects were analyzed in the animals’ liver and intestine after three
months of alcohol sef-administration. One group of animals had a low ethanol intake, and
another group has a high ethanol intake. The control group drank a saccharine solution. CB
and LPAR1 mRNA levels did not significantly change. The same occurred in CB, and PPAR-
a receptors, although a difference between groups was observed, where there was a
decrease in receptors’ levels in the high ethanol intake group. The biosynthetic enzymes
(NAPE-PLD and DAGL-a/f) and degradation enzymes (FAAH and MGL) didn’t show an
effect on mMRNA expression levels, but the enzymes’ levels deceased in the high ethanol
intake group compared to the low ethanol intake group. Receptor levels did not change
significantly in the intestine, although an effect was observed in LPAR1 levels in the high
intake ethanol group. Likewise, an effect was seen in DAGL- and the degradation enzymes
(FAAH and MGL). Contrary to what was observed in the liver, there was an increase of
receptor and enzyme levels in the high ethanol intake group.

In the second study, gene expression related to the endocannabinoid signaling system in the
liver and intestine of Wistar rats exposed to a binge drinking model through the oral
administration of 3 g/kg of 25% ethanol solution in water. This occurred in 1, 2, 4, and 8
episodes of intensive alcohol consumption (one sole intensive administration. Blood ethanol
concentration was measured. A time exposure effect and an effect of the time when the
sample collection was taken was observed. In the liver, an effect due to binge drinking was
seen in the cannabinoid receptors (CB4, CB,, PPAR-a y LPAR1), biosynthetic enzymes
(NAPE-PLD y DAGL-a/B), degradation enzymes (FAAH y MGL) and fatty acid translocase
(CD36) since there was a decrease of these levels. An effect due to binge drinking on the
PPAR-a receptor in the intestine when there was a repeated intake of alcohol during the
binge 4 and the binge 8 episodes. Regarding protein expression, MGL levels increased in
the liver.

In the third study, gene expression related to the endocannabinoid signaling system in the
spleen of adult Wistar rats exposed to 4 weeks of moderate alcohol consumption during
adolescence was analyzed. Blood ethanol concentration levels showed an effect due to time
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exposure and the sex factor. On the other hand, no significant change was seen in teh
energy metabolism or toxicity levels of the animals. An effect on gene expression due to
alcohol exposure in CB; and PPAR-a receptors could be oberved. In the CB; receptor, a sex
factor effect could also be seen. Protein expression was affected by alcohol exposure and
the sex factor in NAPE-PLD. Functional repercussions on the immune system of adult Wistar
rats after alcohol exposure during 4 weeks of moderate alcohol comsumption during the
adolescence stage were studied. Cytokine (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10) and and circulating
chemokine levels (CCL2/MCP-1, CX;CL1/fractalkine) were analyzed. An effect due to the
sex factor was observed in a decrease of CX;CL1 levels in male rats. Cytokines (TNF-a and
IL-6) were affected by alcohol exposure and animal sex factors. Female rats had a lower
concentration of both cytokines compared to male rats.

The data collected throughout these experiments allow us to reach several conclusions.
Alcohol exposure affects endocannabinoid gene and/or protein expression in the liver,
jejunum and spleen. Exposure to alcohol in the three experimental models influenced
endocannabinoid gene and/or protein expression in these three tissues. The changes were
more apparent in mMRNA expression level. They were especially intense in the binge drinking
model. A link between the intensity of alcohol consumption and the alcohol dose
administered could be seen in the changes that occurred at the peripheral level. More
changes occurred when the dose administered and the number of episodes was higher. In
teh self-administration model, the changes that occurred in the liver and intestine depended
on consumption intensity. The liver showed inhibitory effects while the intestine showed
excitatory effects.

In the “Drinking in the dark” model, where adolescent rats consumed moderate amounts of
alcohol, changes in the endocannabinoid system were observed, especially between male
and female rats. Thus sex difference influences alcohol consumption. There were also
changes observed in the immune system and cytokine levels due to sex difference.

These experiments indicate that alcohol also modulates the endocannabinoid system and
the immune system in the peripheral tissues. Exposure to alcohol, regardless of the type of
experimental model, leads to a dysregulation of the endocannabinoid system that's
characteristic of a pathological condition. Determining the factors (e.g., dose, intensity) that
lead to addiction and the localization of the neurotransmitter system where these changes
occur (liver or jejunum) may help elucidate the mechanisms involved during the transition

from acute use to chronic use of alcohol. The adaptations or deficiencies in the
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endocannabinoid system at the peripheral level could be a starting point to find new

therapeutic targets that will help treat alcoholism.
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Introduccion

2.1. EL ALCOHOLISMO COMO PROBLEMADE SALUD

El alcohol es una de las sustancias de abuso mas peligrosas por su elevada aceptacion
social y cuyo uso continuado puede progresar a trastornos por uso de alcohol y otras
complicaciones asociadas propias de cualquier estado adictivo. De hecho, alcohol es la
droga mas consumida a nivel mundial y su uso esta permitido en la mayoria de los paises
(Keller y Vaillant, 2011). Por lo tanto, esta situacion de aceptacion generalizada del
consumo alcohol podria subestimar muchos de sus efectos perjudiciales sobre la salud y
sSus consecuencias sociales y econdmicas. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS, 2011), la mayoria de las personas beben con moderacion, pero aproximadamente
76,3 millones de personas sufren de trastornos por consumo de alcohol que incluyen el
abuso y dependencia al alcohol.

Las consecuencias de este consumo generalizado se han convertido en un verdadero
problema econdmico y sanitario a nivel global. Estados Unidos ha invertido unos 185000
millones de délares anuales en tratar problemas relacionados con el alcohol (NIAAA, 2013).
En Europa, el costo de problemas asociados al alcohol se estima en 125000 millones de
euros aproximadamente (European Commission, 2006). La dependencia al alcohol se ha
asociado con mas de 60 condiciones médicas que incluyen enfermedades gastrointestinales
y del higado, enfermedades cardiovasculares, cancer y enfermedades psiquiatricas (Room
et al., 2005). El consumo excesivo de alcohol también esté asociado, a corto plazo, con una
alta siniestrabilidad por accidentes de trafico (que llevan a muertes prematuras e
incapacidad), ademas de una disminucién en la productividad laboral, mayores tasas de
criminalidad y violencia, etc. (Cook y Moore, 2000).

El impacto social, econémico y sanitario del alcohol se relaciona con su potencial adictivo.
La adiccién es un trastorno crénico y recurrente que esta vinculado al sistema nervioso
central (SNC) y que se caracteriza por una serie de cambios neurobiolégicos y
comportamentales que conllevan a una busqueda compulsiva de drogas para su consumo
(Cami y Farre, 2003). En el caso del alcohol, el abuso se define como el consumo de
cantidades crecientes de alcohol que son dafinas y tienen efectos negativos en la salud
fisica y mental del individuo. En cuanto a la dependencia al alcohol, su identificacion se
produce por la presencia en el individuo de los mismos sintomas de abuso al alcohol, pero
incluye la presencia de las siguientes caracteristicas: tolerancia, abstinencia y el uso
continuo o persistente de alcohol a pesar de las consecuencias negativas (Saitz, 2005). La
tolerancia ocurre cuando un individuo es cada vez menos sensible a cierta cantidad de

alcohol e ingiere dosis mas altas, mientras quela abstinencia se refiere a los sintomas
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negativos que se producen cuando se interrumpe el consumo de alcohol abruptamente.
Estos sintomas en la abstinencia pueden llevar a sujetos alcohdlicos a consumir cantidades
mayores de alcohol para evitar los efectos negativos (Finn y Crabbe, 1997). Otra
caracteristica propia durante la dependencia al alcohol es el “craving” (concepto derivado
del inglés referido a ansia/deseo) que consiste en un fuerte deseo de beber alcohol,

principalmente durante y después del periodo de abstinencia (Miller et al., 2012).

2.2. FORMAS DE CONSUMO DE ALCOHOL

Tomando en consideracion las definiciones de los trastornos por uso de alcohol y los
efectos y consecuencias que traen consigo, se puede pensar que el consumo de grandes
cantidades de alcohol en cortos periodos de tiempo podria ser un buen predictor de un
futuro desarrollo de alcoholismo (Bouchery et al., 2011). Este tipo de consumo de alcohol en
atracén, conocido también como “binge drinking” (término inglés usado habitualmente en el
campo de la adiccién), se define como el consumo de al menos 5 bebidas alcohdlicas en
hombres o al menos 4 bebidas alcohdlicas en mujeres durante un periodo de 2 horas que
resulta en una concentracion minima de alcohol en sangre de 0.08% (NIAAA, 2004). Los
niveles de alcohol en la sangre podran predecir tanto el patrén de consumo de alcohol como
las consecuencias en la salud que pueden provocar. Por ejemplo, una persona que
consuma una bebida de alcohol diaria va a consumir lo mismo que una persona que se
abstiene durante la semana pero decide consumir 7 bebidas un dia de fin de semana. Sin
embargo, esta ultima tiene mayor probabilidad de sufrir consecuencias causadas por
intoxicacion por los niveles mas altos de concentracion de alcohol en sangre. Las
consecuencias incluyen: comportamientos antisociales como vandalismo y problemas con la
autoridad, disputas, agresiones y accidentes de trafico (Wechsler et al., 1994 y 2002). El
consumo en atracon de alcohol también promueve la toma de decisiones inadecuadas
(George et al., 2005) como conductas sexuales mas arriesgadas (Stappenbeck et al., 2013).
Todas estas consecuencias negativas pueden producir una incapacidad y dafo
permanentes en el sujeto por el elevado riesgo que supone un “binge drinking” frecuente o
continuo.

A todo ello hay que afiadir que el consumo cronico del alcohol es la causa de un elevado
numero de trastornos y enfermedades, tal y como ya se ha mencionado. Por otro lado, hay
que recordar que el consumo de alcohol en atracon podra provocar a medio y largo plazo

una serie de cambios neurobiolégicos, sobre todo si se produce en una etapa adolescente,
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que promoveran una mayor vulnerabilidad al desarrollo de trastornos de abuso y

dependencia al alcohol durante la edad adulta (Rehm, 2011).

2.3. MODELOS ANIMALES DE CONSUMO DE ALCOHOL

2.3.1. AUTO-ADMINISTRACION

Uno de los modelos preclinicos de adiccion mas utilizado es el de auto-administracion ya
que emula varios aspectos de la condicion humana durante el consumo de droga. Varios
modelos animales se han establecido para analizar los aspectos de la adiccién desde el
comienzo de uso de la sustancia hasta alcanzar el estado de dependencia. Estos modelos
permiten estudiar mas a fondo el comportamiento y los mecanismos neurobiologicos
asociados a la adiccion.

Existen varios modelos de auto-administracion que estudian el comportamiento de
busqueda y consumo de alcohol ademas de los aspectos de recompensa. El paradigma de
consumo voluntario, como el “two-bottle choice” (acceso a dos botellas), permite estudiar la
afinidad de los animales hacia el alcohol. Aunque este modelo mide el consumo de alcohol
de los animales, no toma en consideracién otros aspectos de la adiccion (Tabakoff y
Hoffman, 2000).

El condicionamiento operante originalmente estudiaba las propiedades reforzantes de
alcohol, por ejemplo, cuando el animal tiene que trabajar ya que debe presionar una
palanca para auto-administrarse alcohol (Files et al., 2008). Este tipo de modelo permite
evaluar la motivacion, ademas de los aspectos de consumo de alcohol durante la auto-
administracion. ElI consumo esta correlacionado con el mantenimiento y terminacién de
consumo de droga. La motivacién es parte del inicio de consumo de droga. Esta controla el
comportamiento de busqueda de la droga y lo dirige hacia donde puede encontrar la droga
(Tabakoff y Hoffman, 2000).

Por lo tanto, durante el procedimiento operante, los estimulos ambientales y temporales
pueden variar al de acuerdo a las sesiones de los animales en cajas especiales. Por
ejemplo, se puede variar cuan duro tiene que trabajar el animal por la droga, la frecuencia
de presentacion de droga y la dosis por cada refuerzo. Como consecuencia, se diferencia el
comportamiento de busqueda y adquisicion de droga y el de consumo (Heilig y Koob, 2007).
La mayoria de estos experimentos usan un programa de refuerzo de ratio fijo para estudiar
los patrones en la tasa de consumo de droga. Un programa de refuerzo de ratio fijo concede
una recompensa luego de un numero especifico de respuestas. El mas comun es el ratio fijo
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1 que requiere una respuesta para obtener una recompensa. Con este tipo de programa se
pueden estudiar las propiedades de refuerzo del alcohol. El refuerzo mide el efecto de que
un comportamiento se fortalezca o se aprenda como consecuencia de un estimulo (en este
caso la recompensa de alcohol). Las propiedades reforzantes son indicativas del potencial
de abuso de varias sustancias (O Connor et al., 2011). En cuanto a la adiccion, el programa
de refuerzo de ratio fijo se ha utilizado para estudiar la transicion del uso controlado al uso

compulsivo de drogas.

2.3.2. CONSUMO EN ATRACON O BINGE

Aunque el estudio voluntario de consumo de alcohol ha permitido evaluar aspectos
importantes de la adiccién y los mecanismos neurobiolégicos correspondientes, los modelos
de alcohol de consumo de atracén de alcohol no han recibido mucha atencién. Este patrén
de comportamiento prevalece especialmente entre adolescentes. Ademas de las
consecuencias negativas que hemos discutido anteriormente, el “binge drinking” aumenta el
riesgo de desarrollar dependencia al alcohol mientras mas temprano se comience este tipo
de consumo (Miller at el., 2007). Es importante entonces estudiar los mecanismos envueltos
y los sistemas que modulan este tipo de ingesta.

El uso del término “binge” se ha utilizado para diferenciar los consumidores crénicos de
alcohol y los que consumen alcohol en grandes cantidades pero en episodios (Tomsovic,
1974). Como hemos mencionado anteriormente la NIAAA (2004) definié el “binge drinking’
donde un episodio eleva la concentracion de alcohol en sangre a 0,08%. Para distinguir la
ingesta excesiva vs. la ingesta leve o moderada de alcohol, Samson (2000) indicé que el
control del consumo oral de alcohol se debe a la cantidad de alcohol consumida durante los
episodios y la cantidad de tiempo que transcurre entre esos episodios. Por lo tanto, nuevos
modelos que emulen el comportamiento humano han surgido para analizar los patrones de
consumo excesivo de alcohol donde se consuman grandes cantidades en un periodo de
tiempo o ingesta rapida de la bebida con periodos intermitentes breves entre una ingesta y
otra. Uno de los modelos de “binge” que se ha comenzado a utilizar con mas frecuencia es
el de “drinking in the dark” (DID). Este modelo promueve un alto consumo de alcohol donde
los animales alcanzan niveles de concentracién de alcohol en la sangre relevantes. Los
factores mas importantes al estudiar el “binge drinking’ son cantidad de alcohol, frecuencia
y rapidez para replicar lo mejor posible el comportamiento humano (Crabbe et al., 2009).
Los mecanismos neurobiolégicos asociados al “binge drinking” no se han estudiado
ampliamente. Estos modelos podrian explicar como se inicia y se mantiene este
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comportamiento, ademas de que podrian aclarar el proceso de transicién entre abuso y
dependencia al alcohol. En este trabajo comparamos tres modelos de consumo de alcohol y
estudiamos como el alcohol modula el sistema endocannabinoide a nivel periférico y las
sefales inmunologicas y las diferencias en estos sistemas segun el tratamiento agudo o
crénico de alcohol administrado. Esto podria contribuir a entender las diferencias a nivel
molecular, celular y de comportamiento entre el abuso y la dependencia al alcohol y los

cambios que tienen que ocurrir para pasar de un estado a otro.

2.4. MECANISMOS DE ACCION DE ALCOHOL: LAS NUEVAS DIANAS

El alcohol o alcohol etilico es una molécula simple de dos carbonos. Es soluble en agua y
grasa y cruza las membranas biolégicas con facilidad. Cuando se consume, el tracto
intestinal absorbe rapidamente el alcohol, principalmente el intestino delgado (Norberg et
al., 2003), pero la mayor parte del metabolismo ocurre en el higado, donde la enzima
alcohol deshidrogenasa (ADH) metaboliza el acetaldehido (Lieber, 1991).

El alcohol trabaja como un depresor del SNC ya que aumenta la inhibicion de la transmisién
nerviosa cerebral y disminuye su excitacién. En un cerebro normal, existe un balance entre
la neurotransmisién excitatoria e inhibitoria, pero el uso de alcohol interrumpe este
equilibrio. Incluso un consumo agudo de alcohol es capaz de afectar dicho estado de
equilibrio al promover la neurotransmision inhibitoria y atenuar la excitatoria. Se ha sugerido
que el cerebro compensa de este modo los efectos depresores del alcohol después de un
consumo cronico de alcohol para mantener la homeostasis (Valenzuela, 1997). Estos
cambios de compensacion juegan un papel importante en la transicién del uso controlado al

uso compulsivo de alcohol.

2.4.1. ALCOHOL Y SISTEMAS DE TRANSMISION CLASICOS

La motivacion para consumir alcohol y otras drogas de abuso puede producirse debido a los
efectos de refuerzo (Wise, 1998). Se ha sugerido que las sustancias de abuso se pueden
auto-administrar debido a los efectos de los refuerzos positivos, que son un efecto directo
de recompensa de la droga. Por otra parte, se pueden auto-administrar por los efectos de
los refuerzos negativos para evitar los sintomas de abstinencia (Kandel, 2002). El progreso
de consumo de droga de impulsivo (recompensa) hasta compulsivo conlleva una serie de
neuroadaptaciones que conducen a la adiccion.

Estudios recientes concurren en que la desregulacion neural que resulta luego del consumo
de droga envuelve vias neuroquimicas y neuroanatdomicas similares (Hyman y Malenka
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2001), en especial las drogas de abuso activan la via mesocorticolimbica-dopaminégica,
también conocida como la via de recompensa (Di Chiara and Imperato, 1988). Esta via
juega un papel importante en el sistema de motivacion ya que regula las respuestas a los
procesos de recompensa naturales como comer o beber. El nucleo accumbens (NAc) y el
area ventral tegmental (VTA) son clave para mediar los efectos de las drogas (Koob y
Volkow, 2010). Las vias dopaminérgicas y opioide se consideran los sistemas principales
que median estos efectos (Solinas et al., 2008). Como consecuencia, la activacion del
sistema mesocorticolimbico-dopaminérgico lleva a un aumento en la transmision de
dopamina en el VTA (Gessa et al., 1985) y en el NAcc (Di Chiara e Imperato, 1988).

El consumo de alcohol induce a una variedad de cambios en los sistemas
neurotransmisores, proteinas neuronales y las membranas de las neuronas (Chin y
Goldstein, 1981), entre ellos los sistemas neurotransmisores que regulan el sistema de

recompensa.

24.1.1. GABA

El neurotransmisor principal envuelto en la inhibicion del SNC es acido gama-aminiburitico
(GABA) (Pitzele y Tolia, 2010). EI GABA actua sobre tres tipos de receptores: GABA,,
GABA, y GABA.. Los receptores GABA, se encuentran en la mayoria de las neuronas en el
cerebro y la médula espinal y es mediador de la mayoria de los efectos depresores del SNC
(Johnston, 1996). La activacion del receptor GABA, permite la entrada de iones de cloro (CI
) a la célula post-sinaptica causando la hiperpolarizacion de la membrana post-sinaptica y
disminuyendo la excitabilidad de la membrana. El etanol aumenta la actividad de GABA lo
gue resulta en una accion inhibitoria que causa sedacion, ausencia de coordinacién motora
y disfuncién cognitiva (Mihic y Harris, 1997).

El alcohol modula el receptor GABA, y potencia los canales activados por voltaje cuando
aumenta la hiperpolarizacion. Los cambios en el comportamiento inducidos por el alcohol
aumentan cuando se administran agonistas GABA y disminuyen con los antagonistas GABA
(Liliequist y Engel, 1982). La exposicion continua al alcohol conduce a cambios en el ARNm
y los niveles de proteina de los receptores GABA, debido al mecanismo de adaptacion
compensatorio. Hay una disminucion en la densidad del receptor GABA, y cambios en la
expresion de genes en regiones especfficas para la regulacion positiva o negativa de las
subunidades a y B. La exposiciéon crénica al alcohol disminuye la densidad de receptores
GABA.a1 en el area tegmental ventral (ATV) lo que resulta en un aumento en liberacion de
dopamina. Como consecuencia, se cree que los sistemas GABAérgicos median la auto-
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administracion de alcohol en animales al estimular la via de recompensa a través del

sistema mesolimbico-dopaminérgico (Chester y Cunningham, 2001).

2.4.1.2. DOPAMINA

La dopamina es un neurotransmisor importante para varios procesos como aprendizaje,
motivacion y recompensa provocada por estimulos naturales y drogas de abuso, incluyendo
el alcohol (Gonzales et al., 2004). La dopamina es sintetizada por tirosina hidroxilasa a partir
del amino &cido tirosina a DOPA (dihidroxifenilalanina). Esta luego se convierte en
dopamina via DOPA decarboxilasa. La dopamina tiene 5 tipos de receptores (D1-D5)
(Verheij and Cools, 2008). Hay cuatro vias dopaminérgicas importantes que incluyen la via
mesolimbica y la mesocortical. Ambas se originan en el ATV donde la via mesocortical se
proyecta a la corteza prefrontal y el sistema mesolimbico se proyecta a regiones limbicas
como el Nac, la corteza prefrontal y la amigdala Ambos sistemas son claves que juegan un
papel en la recompensa, la memoria y respuestas emocionales y moticvacionales
(Swanson, 1982).

La auto-administracién de alcohol aumenta los niveles de dopamina en el Nac y la corteza
prefrontal medial (Weiss et al., 1993) debido a la activacion de las neuronas dopaminérgicas
en el ATV. Mientras, el consumo croénico de alcohol no tiene un efecto tan relevante en los
niveles de dopamina ya que estas neuronas desarrollan tolerancia (McBride et al., 1990). El
bloqueo de receptores de dopamina en el NAc reduce la ingesta de alcohol (Cunningham et
al., 2000). La privacion de alcohol conduce a disminucién en funcién del sistema
mesolimbico-dopaminérgico lo que se cree que motiva al individuo a continuar consumiendo
alcohol para recuperar la linea base del sistema (Ahmed y Koob, 2005). En un estudio
clinico, individuos alcohdlicos en abstinencia que tenian menor cantidad de receptores en el
estrato ventral demostraban tener un mayor “craving” de alcohol. Los cambios
neuroadaptativos en el sistema mesolimbico-dopaminérgico pueden estar asociados a los

efectos de refuerzo negativos caracteristicos del alcoholismo.

2.4.1.3. OPIODES

La via opioide es uno de los sistemas principales que median los efectos de drogas en el
sistema de recompensa a través de la modulacion del sistema mesolimbico-dopaminérgico
(Spanagel et al., 1990). Hay tres tipos de receptores opioides: 4, & y K, que son los
responsables de mediar las acciones de péptidos enddgenos opioides como la B-endorfina,
las encefalinas y las dinofirnas. El alcohol interfiere con los mecanismos opioides al nivel de
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los péptidos opioides enddgenos ya que afecta la sintesis, liberacién o procesamiento de
estos. Al nivel de los receptores opioides, altera la afinidad por los péptidos opioides. La
exposicién aguda al alcohol aumenta los niveles de las encefalinas y los niveles de B-
endorfinas altos se han correlacionado con el alcoholismo (Gianoulakis et al., 2001). Tanto
los antagonistas opioides selectivos para los receptores p- y 8- como los antagonistas no-
selectivos, disminuyen la ingesta de alcohol. En estudios de lesiones de los terminales
dopaminérgicos en el NAc, el antagonista naltrexona disminuye el consumo de alcohol
aunque las lesiones no alteran la ingesta de alcohol (Koistinen et al., 2001). Los efectos de
los antagonistas opioides no se atribuyen solamente a las acciones de la transmision
dopaminérgica. Mientras la ingesta de alcohol aumenta las endorfinas extracelulares en el

NAc, los antagonistas opioides inhiben las acciones de las endorfinas enddgenas.

2.4.1.4. SEROTONINA

Los receptores serotoninérgicos han sido implicados en el consumo de alcohol, intoxicacion
y los efectos de abstinencia. La actividad del receptor 5-HT1 reduce la actividad basal de la
liberacion de dopamina en el prosencéfalo. Cuando se ingiere alcohol, hay una liberacion
mas intensa de dopamina y, como consecuencia, un aumento en las propiedades de
recompensa de alcohol. Se ha demostrado que el consumo de alcohol disminuye el nUmero
y la sensibilidad de los receptores 5-HT2 a largo plazo (Pandey et al., 1992). Los receptores
5-HT3 se encuentran en el NAc y facilitan la liberacion de dopamina. Los antagonistas de
estos otros receptores inhiben la liberacién de dopamina inducida por alcohol en el sistema
mesolimbico (Tomkins y Sellers, 1995). El consumo agudo de alcohol aumenta los niveles
extracelulares de serotonina mientras que el consumo cronico causa un aumento en la
recaptacion por el transportador de serotonina (5-HTT) o disminuye la liberacién en los
nucleos del rafe. Exposicién al alcohol aumenta la expresion de ARNm de serotonina en las
regiones asociadas con la via de recompensa en el cerebro (Heinz et al., 2003). El uso de
inhibidores selectivos de recaptacion serotoninérgicos son beneficiosos para evitar la

ansiedad y depresion en alcohdlicos asociada a la abstinencia (Lejoyeux, 1996).

2.4.1.5. GLUTAMATO
El glutamato actua sobre dos tipos de receptores: ionotrépicos y metabotropicos. Los
receptores ionotrépicos son canales ionicos acoplados a ligando y se clasifican como

NMDA, AMPA y Kainate basado en su sensibilidad a ciertos agonistas (Nakanishi, S, 1992).
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Los receptores metabotropicos son receptores acoplados a la proteina G y se dividen en 8
subtipos mGIuR (Pin, 1995).

El alcohol inhibe la entrada de calcio mediado por NMDA en la corteza, NAc, amigdala, el
hipocampo y el ATV (Gass y Olive, 2008). También inhibe el aumento de guanosina
monofosfato ciclica (GMPc) inducido por NMDA (Hoffman et al., 1989). La administracion
crénica de alcohol conduce a una regulacion positiva de los receptores NMDA y su actividad
debido a su inhibicion constante de la transmisién de glutamato. Por lo tanto, la abstinencia
al alcohol se asocia con un aumento en la transmisién excitatoria de aminoacido y
manifiesta sintomas como convulsiones. El alcohol también inhibe los receptores AMPA 'y
Kainate pero las concentraciones que se requieren para producir este efecto son mucho
mas altas que para inhibir los receptores NMDA (Hoffman et al., 1989).

La actividad glutamatérgica en mGIuR5, que es un receptor metabotropico post-sinaptico de
glutamato, es abundante en regiones asociadas con recompensa Yy regula la motivacion
para auto-administrarse en modelos alcohdlicos de ratas (Besheer et al., 2008). Los
antagonistas de mGIuRS han demostrado ser beneficiosos en prevenir la recaida en

estudios animales (Schroeder et al., 2005).

2.4.2. ALCOHOL Y SENALES INMUNOLOGICAS

El sistema inmune es el que combate los patdogenos exdgenos, toxinas y lesiones. Cuando
ocurre una infeccion, el sistema inmune activa una cascada de sefales que inducen
inflamacién, inmunidad y reparacién. El sistema natural inmune y el papel que juega en
enfermedades es importante ya que existen evidencias que indican que una inflamacion
continua a causa de un sistema inmune natural desequilibrado resulta en el desarrollo de
patologia y produccién de agentes neurotoxicos. Estudiar estos mecanismos es

imprescindible para prevenir enfermedades crénicas degenerativas.

2.4.2.1. RECEPTORES DE TIPO TOLL

Estudios recientes han sugerido un rol importante para los receptores de tipo Toll (TLRs, de
sus siglas en inglés Toll-like receptors) en dafio cerebral inducido por alcohol. Estos son una
familia de glucoproteinas que reconocen moléculas asociadas a patégenos (PAMPs). Los
TLRs forman un complejo con una superfamilia de proteinas conocidas como los receptores
interleuquina-1 (IL-1R). Este complejo se activa cuando se une a diferentes ligandos
incluyendo el polisacarido bacteriano (LPS) y lipopéptidos. Algunas de las moléculas
necesarias para iniciar la sefalizacion inmune incluye el factor de diferenciacién mieloide 88
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(MyD88, de sus siglas en inglés myeloid primary-response protein 88), la kinasa 1 asociada
al receptor de interleuquina (IRAK, de sus siglas en inglés IL-1R-associated kinase), factor
de crecimiento trasnformante 3 (TGF-B, de sus siglas en inglés transforming growth factor-
B), kinasa activada de TGF-B (TAK1, de sus siglas en inglés TGF-G activated kinase),
proteina de union a TAK-1 (TAB1, de sus siglas en inglés TAK1-binding protein 1), TAB2 y
Factor-6 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (TRAF6, de sus siglas en inglés
tumour-necrosis factor receptor-associated factor 6). La sefializaciéon de vias descendentes
puede activar las vias de la proteina kinasa activada por mitégeno (MAPK, de sus siglas en
inglés mitogen-activated protein kinase). Estimular esta via resulta en activacion de factores
de transcripcién S (TFs) AP- 1 y NF-kB. La estimulacion de AP-1 y NF-kB aumenta la
expresion de genes que codifican para mediadores pro-inflamatorios como las citoquinas (Li

et al., 2002; Akira y Takeda, 2004).

2.4.2.2. LIPOPOLISACARIDO

El lipopolisacarido (LPS) es una endotoxina que activa una cascada de sefalizacion que
resulta en una respuesta inmune. Los estudios han demostrado que la administracion
sistémica o central de LPS induce la expresion de los ARNm y proteinas de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-1B y TNF-a en el cerebro (Van Dam et al., 1992). Estudios recientes
demostraron que la administracion sistémica de LPS y alcohol induce aumentos en la
producciéon de TNF-a (Qin et al., 2008). Este estudio sugiere una relacion entre
administracion sistémica de LPS y neuroinflamacién mediada por citoquinas. Quin et al.
(2008) también encontré que LPS genera aumentos en los niveles de ARNm vy proteinas de
TNF-a, MCP-1, y IL-1B en el cerebro e higado de ratones. Blednov et al. (2011) describieron
el efecto de la administracion de LPS sobre la ingesta de alcohol. Se analizaron diferentes
cepas de ratones por preferencia a alcohol, motivacion y consumo seguido de
administracion de LPS. Encontraron que dos inyecciones de LPS producen aumentos
persistentes en el consumo de alcohol y este efecto depende de factores genéticos y del
sexo (Blednov et al., 2011). Estos resultados concuerdan con resultados previos que
prueban que ratones que no tienen citoquinas, quemoquinas funcionales o TLR4 muestran
una reduccion en ingesta de alcohol. Esto sugiere una regulacién neuroinmune del
consumo de alcohol y que la sefalizacion de la inmunidad natural puede promover

indirectamente consumo de alcohol en ratones.

2.4.2.3. NF-kB
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NF-kB es una familia de factores de transcripcion que se conocen por su regulacion de
genes implicados en la respuesta inmune, plasticidad sinaptica muerte/supervivencia celular
e inflamaciéon (Zou y Crews, 2006, 2010). NF-kB se puede activar por una variedad de
estimulos extracelulares como factores de crecimiento, mediadores de inflamacion y excito-
toxicidad glutamatérgica (Yakovleva et al., 2011). Se ha demostrado que un tratamiento
agudo o croénico de alcohol activa NF-kB en el SNC lo que resulta en la activacion de TNF-a
y citoquinas pro-inflamatorias (Crews et al., 2006). En otro estudio donde se hizo un
tratamiento agudo o crénico de alcohol, encontraron que el etanol regula la via de NF-kB
dependiendo de la dosis. El tratamiento agudo resultd en un aumento en la expresion de
proteina mientras que el tratamiento crénico condujo a una inhibicidon significativa de la
transcripcion de NF-kB (Rulten et al., 2006). A nivel de transcripcién, el etanol puede actuar

a través de la via NF-kB.

2.4.2.4. CITOQUINAS Y QUEMOQUINAS

Se ha descubierto recientemente que hay una comunicacion reciproca entre el cerebro y el
sistemainmune a través de moléculas de sefalizacién conocidas como citoquinas. Estas se
expresan ampliamente en la glia (astrocitos y microglia) y sus receptores estan presentes
en todos los tipos de células del SNC. En condiciones fisioldgicas, las citoquinas regulan la
inflamacién cuando producen respuestas pro- o anti-inflamatorias. EI aumento en la
produccion de citoquinas se ha asociado con varias patologias como Alzheimer, Parkinson,
esclerosis multiple o trastornos de animo (Glass et al., 2010). El efecto del alcohol en la
producciéon de citoquinas y la inmunidad natural es complejo. Se ha demostrado que el
consumo de alcohol causa niveles elevados de citoquinas en el cerebro. Especialmente, la
ingesta crénica de alcohol en humanos se asocia aniveles elevados de TNF-qa, IL-1 e IL-6
(McClain et al., 2004). Por otro lado, el consumo moderado de alcohol reduce el riesgo de
desarrollar diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (Hendriks y Van Tol, 2005). El
alcohol puede proteger de varias enfermedades cuando induce sefiales anti-inflamatorias a
través de las citoquinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10. La ingesta de alcohol moderada en
macroéfagos inhibe la produccion de citoquinas pro-inflamatorias a través de la via NF-kB
(Mandrekar et al., 2001). Por lo tanto, esto sugiere que el consumo moderado de alcohol
tiene efectos anti-inflamatorios al suprimir las sefiales pro-inflamatorias y aumentar las
produccion de citoquinas anti-inflamatorias. Esta evidencia sugiere que el etanol induce
efectos diferentes en la produccion de citoquinas y la respuesta inmune dependiendo de la
dosis (aguda o crénica).
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Finalmente, otra citoquina relevante implicada en la neuroinflamacion inducida por alcohol
es la proteina quemo-atrayente MCP-1 (Blednov et al., 2005). Un estudio en humanos
encontré una concentracién elevada del ATV, sustancia negra, el hipocampo y la amigdala
en alcohdlicos (He et al., 2008). Esto sugiere otro componente importante en la participacion

neuroinmune en el dafo cerebral causado por alcohol.

2.4.3. ALCOHOL Y SISTEMAS DE TRANSMISION LIPIiDICA

Ademas de los sistemas de neurotransmision clasicos, que como hemos visto estan
modulados por el alcohol, existen en el organismo una serie de sistemas de sefalizacion
basados en lipidos bioactivos, y cuya importancia en las adaptaciones al consumo croénico y
al abuso de alcohol empiezan a ser conocidas. Estos sistemas son sefales que se generan
a partir de lipidos estructurales de la membrana, generalemente fosfolipidos, y que por
accién enzimatica son fragmentadas, liberando la sefal bioactiva. Entre las numerosas
familias de lipidos bioactivos que se conocen, hay varias que estan estrechamente
relacionadas entre si, destacando los endocannabinoides (anandamida y 2-
araquidonilglicerol), las aciletanolamidas no cannabinoides (como la oleoiletanolamida), los
derivados de acido araquidonico (prostaglandinas y endoperéxidos) y la familia del acido

lisofosfatidico (Ver Figura 1).Todas ellas han sido implicadas en las acciones del alcohol.
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Figura 1. Sistemas de transmision lipidica y alcoholismo. LPA, acido lisofosfatidico; ECS, sistema
enconcannabinoide; AA, acido araquidénico; OEA, oleoiletanolamida; PEA, Palmitiletanolamida;

PPAR, receptores para proliferadores de peroxisomas.
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2.4.3.1. EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

Numerosas evidencias apuntan a un papel del sistema cannabinoide enddgeno (SEC) en
los efectos comportamentales del alcohol, jugando un papel principal en el desarrollo de
tolerancia y dependencia (Basavarajappa y Hungund, 2002). EI SEC es un sistema de
sefalizacion lipidica constituido por los receptores cannabinoides, los ligandos endégenos
(endocannabinoides) y la maquinaria enzimatica implicada en su sintesis e inactivacion.
Hasta la fecha, se han caracterizado y clonado dos principales tipos de receptores, CB, y
CB,, ambos pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G
(Herkenham et al., 1990). El receptor CB; se expresa principalmente a nivel central, aunque
también se ha encontrado en tejidos periféricos (ej.,, musculo, tracto gastrointestinal,
pancreas, higado y tejido adiposo). El receptor CB, es mas abundante en el sistema
periférico (Van Sickle et al., 2005), localizandose principalmente en células inmunes (Fride y
Mechoulam, 2003), aunque hay evidencias que también sugieren su expresion a nivel
central (Onaivi et al., 2006). A nivel del SNC, las densidades mas altas de receptores
cannabinoides se encuentran en el cerebelo, los ganglios basales y el hipocampo (Piomelli
et al., 2000), aunque también se pueden encontrar en el NAc y la corteza cerebral. Sin
embargo, las densidades mas bajas se encuentran a nivel del tronco cerebral y el
hipotalamo (Tanda y Goldberg, 2003).

El descubrimiento de los receptores cannabinoides promovié la busqueda de ligandos
endogenos. Los endocannabinoides son derivados de acidos grasos poli-insaturados. Los
mejor caracterizados son la anandamida o araquidoniletanolamida (AEA) y el 2-
araquidonilglicerol (2-AG), ambos derivados del &acido araquidénico conjugado con
etanolamina o glicerol, respectivamente (Devane et al., 1992). Estos ligando se distribuyen
por todo el SNC aunque las concentraciones de 2-AG son mas altas que las de AEA (Stella
et al., 1997). A diferencia de los neurotransmisores clasicos, los endocannabinoides no se
almacenan en vesiculas, sino que son sintetizados y liberados a demanda en respuesta a
diferentes estimulos fisioldgicos y patologicos (Fride, 2005).

Las rutas de biosintesis y degradacion de los endocannabinoides incluyen cascadas
enzimaticas muy complejas que son cruciales en la regulacion de sus niveles enddgenos.
Ambos endocannabinoides, AEA y 2-AG, presentan vias diferentes de sintesis y

degradacion (Figura 2).
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Figura 2. Rutas bioquimicas de la sintesis y degradacién de AEAy 2-AG. Imagen tomada de Pacher et al.,

2006.

La AEA se sintetiza a partir de un precursor fosfolipidico, N-araquidonil fosfatidil
etanolamina (NAPE), a través de diferentes rutas biosintéticas, siendo la via principal a
través de una fosfolipasa D especifica de NAPE (NAPE-PLD). Esta enzima se distribuye en
el cerebro, principalmente en el giro dentado y el hipocampo. También hay densidades mas
bajas en la corteza, el tdlamo, el hipotalamo y el cerebelo (Egertova et al., 2008). El 2-AG se
sintetiza a partir del 1,2-diacilglicerol por accién de diacilglicerol lipasas (DAGL-a/B). La
inactivacion de la sefial endocannabinoide es mediada por recaptacion celular, seguida de
hidrdlisis intracelular. La hidrolasa de amida de acido graso (FAAH) y la monoacilglicerol
lipasa (MGL) son las principales enzimas responsables de la degradacion de AEA y 2-AG,
respectivamente (Rodriguez de Fonseca et al., 2005). La expresion de MGL abunda en el
cerebro, concretamente se localiza en los terminales pre-sinapticos que corresponden a la
expresion del receptor CB. y a la liberacion de 2-AG (Dinh et al., 2002).

La sintesis de los endocannabinoides es unica ya que ocurre en la post-sinapsis. AEAy 2-
AG actuan como mensajeros retrogrados. Esto significa que se sintetizan y se liberan en la
post-sinapsis a demanda e interactuan con receptores pre-sinapticos como los receptores
CB; localizados en las aferencias excitatorias e inhibitorias. Cuando los endocannabinoides

se unen a un receptor CB;, se produce una inhibicion de la actividad neuronal y disminuye
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la liberacion de neurotransmisores (Harkany et al., 2008). Como los endocannabinoides
actuan como mensajeros retrogrados en los receptores CB; y regulan la liberacién de
neurotransmisores excitatorios e inhibitorios (Pacher et al., 2006), estudios recientes han
mostrado la importancia de la localizacion de los receptores en el ATV, estriado y la corteza
frontal (Ameri, 1999). Su interaccion con dopamina en la transmision post-sinaptica y su
participacion en las transmisiones GABAérgicas y glutamatérgicas (Rodriguez de Fonseca
et al.,, 1998) sugieren que el SEC esta envuelto en la cognicién, aprendizaje y memoria,
recompensa, alivio al dolor (Kogan y Mechoulam, 2007) y adiccion a las drogas (Maldonado
et al., 2006).

El SEC ha estado implicado en comportamientos relacionados al consumo de alcohol y el
desarrollo de dependencia al alcohol (Hungund y Yaragudri, 2009). Las adaptaciones o
deficiencias del SEC pueden ser cruciales en el desarrollo de alcoholismo. Por lo tanto, el
papel establecido de este sistema en la adiccién al alcohol ha proporcionado un mejor
conocimiento de los mecanismos que contribuyen a esta patologia.

Varias lineas de evidencia han demostrado la participacion del SEC en el consumo de
alcohol y las acciones farmacoldgicas de alcohol. Hungund et al. (1994) demostraron que la
exposicion cronica al alcohol incrementaba en ratones la actividad de la fosfolipasa 2
(PLA;) una enzima que participa en la formacion de endocannabinoides en el cerebro.
Posteriormente, Basavarajappa et al. (1998) mostrdé una disminucién en la densidad del
receptor CB; a nivel central y dafos en la funcion dicho receptor en ratones expuestos
cronicamente a vapores de etanol. Por otro lado, estudios in vitro demostraron un aumento
de AEA y 2-AG en células SK-N-SH y una reduccioén de la actividad de la enzima NAPE-
PLD tras la exposicion crénica a alcohol. Esto se pudo deber a la activacion de la enzima
PLA, (Basavarajappa y Hungund, 1999).

Al mismo tiempo, otros estudios investigaron los efectos de agonistas y antagonistas CB, en
el consumo de alcohol y comportamientos relacionados al alcohol como ingesta voluntaria,
tolerancia y refuerzo. En el estudio de Gallate et al. (1999), hecho en ratas Wistar a las que
se proporciono cerveza ad libitum, la administracion aguda de CP55-940, un agonista de
receptor cannabinoide, aumentd el consumo de alcohol de un modo dosis-dependiente.
Esto indica que existe una motivacién para beber alcohol, aunque dicho efecto pudo ser
prevenido con el pre-tratamiento del antagonista cannabinoide SR-141716A. Este
antagonista redujo el consumo de alcohol en ratones C57BI/6 (Arnone et al., 1997) y ratas
sP (Sardinian alcohol-preferring) (Serra et al., 2001). Esto sugiere que el SEC provoca un
efecto sobre las propiedades apetitivas del etanol. EI consumo voluntario de alcohol también
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se redujo cuando se administr6 un antagonista del receptor CB; en animales alcohol-
dependientes (Rodriguez de Fonseca et al., 1999) y ratas sP (Colombo et al., 1998).
Finalmente, SR141716A disminuyé el consumo de alcohol en ratas y la motivacion a
consumir alcohol también disminuyeron en ratas sP (Gallate y McGregor, 1999).

El papel del SEC en la preferencia alcohdlica también se ve influido por la genética. Asi, en
las ratas AA con preferencia por el consumo de alcohol, se ha podido demostrar que existe
un déficit de funcionamiento de la enzima que regula la degradacion de anandamida FAAH,
en la corteza prefrontal (Hansson et al., 2007). Estos autores pudieron comprobar que se
puede modificar la preferencia por alcohol mediante inyecciones inhibidores de la FAAH en
la corteza prefrontal, lo que indica un papel relevante de este sistema en la regulacion de la
motivacion innata por esta droga. De hecho, estudios en humanos han demostrado este
importante papel de la FAAH como gen de predisposiciéon al alcoholismo (Hoenick et al.,
2007).

2.4.3.2. ACILETANOLAMIDAS NO CANNABINOIDES

Estructuralmente, la AEA también pertenece a otra familia de compuestos lipidicos
denominada aciletanolamidas o N-aciletanolaminas (NAEs), que incluye a la
palmitoiletanolamida (PEA) y la oleoiletanolamida (OEA). Esta familia representa también
una clase importante de moléculas de sefalizacion. Las NAEs se han aislado del cerebro y
otros tejidos (Hill et al., 2009) y se han asociado con procesos importantes como el control
de apetito, regulacién de energia metabdlica y la respuesta anti-inflamatoria (Simon y
Cravatt, 2007).

PEA es un agente anti-inflamatorio muy conocido que tiene propiedades analgésicas,
mientras que la OEA es un factor de saciedad que inhibe la ingesta de comida, en ambos
casos a través de la unién a los receptores nucleares activados por proliferadores de
peroxisoma subtipo a (PPAR-a). De esta manera, la OEA actua en oposicion a AEA
caracterizada por sus propiedades estimulantes del apetito. La mayoria de NAEs de cadena
larga se cree que modulan los efectos de AEA al actuar como compuestos “entourage”
(Smart et al., 2002), esto es porque todas estas moléculas son degradadas por la misma
enzima FAAH y compiten con AEA para unirse a FAAH. Esto reduce la tasa de degradacion
y alarga los efectos en el cuerpo. Las NAEs también tienen una accion neuroprotectora, ya

que sus niveles aumentan cuando hay neuronas lesionadas (Hansen et al., 2002). En
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organos como el corazon se ha encontrado un aumento en los niveles de NAEs tras
producirse lesiones y fendmenos de estrés sobre células cardiacas.

La administracion aguda de alcohol resulta en reducciones de AEA y PEA en el cerebro,
mientras que incrementan en el intestino e higado (Ferrer et al.2007). La Oleoiletanolamida
(OEA) sigue un patrén diferente, incrementandose en todos los tejidos estudiados, de modo
directamente relacionado con la concentracion de alcohol tisular (Bilbao et al., 2015). Estos
datos sugieren que el alcohol administrado de forma aguda puede tener un efecto en los
mecanismos que regulan las NAEs en los tejidos. Estos efectos parecen ser independientes
de los cambios en la actividad de FAAH y NAPE-PLD aun en presencia de alcohol, aunque
pueden estar relacionados con la liberacion de transmisores capaces de activar las enzimas
de sintesis de los endocannabinoides, como son el glutamato, la acetilcolina o las

catecolaminas. (Ferrer et al., 2007).

2.4.3.3. ACIDO LISOFOSFATIDICO

El SEC esta relacionado con el sistema de transmision del &cido lisofosfatidico (LPA). De
hecho, ambos sistemas son producto de rutas metabdlicas que afectan al metabolismo de
acilgliceroles y convergen en varias encrucijadas metabdlicas. El acido lisofosfatidico (LPA,
1- 6 2- acil-sn-glicerol-3-fosfato) es un lisofosfolipido endégeno biolégicamente activo que
ejerce funciones de senalizacion extracelular a través de seis receptores de membrana
acoplados a proteina G (LPA;5) que se expresan en abundantes tejidos y tipos celulares
incluyendo el sistema nervioso (Choi y Chun, 2013). EI LPA participa en la proliferacion,
diferenciacion, migracion y supervivencia celular, siendo relevante para multiples procesos
biolégicos como la neurogénesis, la mielinizacion, la formacién de vasos sanguineos, la
reproduccion, la induccion de dolor neuropatico y la progresion tumoral (Choi et al., 2010).
El LPA también regula la funcion del sistema nervioso con implicaciones para el
comportamiento. Aunque hasta hace poco se desconocia si el LPA y su receptor LPA;
estaban implicados en los comportamientos asociados al consumo y a la adiccién al alcohol,
un estudio llevado a cabo en ratones ha demostrado que el alcohol modifica los niveles de
LPA en suero y tejidos periféricos (Zhao et al., 2011). Ademas, estudios recientes realizados
en nuestro laboratorio (Castilla-Ortega et al., en revisiébn) han confirmado que la
sefalizacion mediada por LPA modula el consumo de alcohol en animales experimentales.
Ratones carentes del receptor LPA; presentan un significativo incremento del consumo

voluntario de alcohol en comparacién con ratones normales (ratones wild-type).
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2.5. ALCOHOL Y SISTEMAS DE TRANSMISION LIPIDICA PERIFERICOS

Las sefiales periféricas pueden participar en las acciones del alcohol. Recientemente, el
nuamero de estudios sobre el sistema periférico y su papel en la patogénesis de
enfermedades ha aumentado significativamente. Aunque se creia que la localizacién de los
receptores CB; se limitaba al cerebro, se ha descubierto que estan distribuidos mas
ampliamente. Estos receptores se encuentran en concentraciones bajas en el higado (Osei-
Hyiaman et al., 2005), en el tracto gastrointestinal y en el tejido adiposo (lzzo et al., 2001).
Los receptores CB, también se han encontrado en el SNC vy la periferia, donde se expresan
en mayor cantidad en las células inmunes (Van Sickle et al., 2005). A nivel tisular, los
cambios en la expresion de estos receptores estan asociados a la presencia de estimulos
fisiolégicos, pero también patoldgicos (Pacher et al., 2006). De hecho, en condiciones
patologicas, el SEC responde a estimulos agudos a través de cambios en su actividad y
expresion que posteriormente regresan a su estado homeostatico original en un marco de
tiempo especifico. Cuando el estimulo es continuo hay una alteracion de todo el sistema de
sefalizacion, produciéndose cambios dinamicos en los niveles basales de
endocannabinoides y sus receptores, asi como alteraciones en la actividad (sensibilidad,
tolerancia, resistencia...) y expresion enzimatica, etc. (Di Marzo, 2008; Di Carlo y |zzo,
2003).

A nivel periférico, los endocannabinoides tienen una funcion relevante para la salud tanto en
el tracto gastrointestinal (Izzo y Sharkey, 2010) como en el higado (Mallat et al., 2011). En el
caso de alcoholismo, mientras que la AEA se ha relacionado con la esteatohepatitis y la
fibrosis que conduce a la cirrosis, la OEA reduce el consumo de alcohol al unirse al receptor
nuclear PPAR-a. Se ha demostrado un papel homeostatico de la sefalizacion de OEA en el
comportamiento cuando las ratas se exponen al alcohol (Bilbao et al., 2015). Aun asi, los
efectos farmacolégicos y de comportamiento del alcohol en el SEC a nivel periférico apenas
se han estudiado. EI SEC en el sistema periférico podria ser otra clave en el desarrollo del
alcoholismo, por lo que su estudio podria ayudar a un mejor conocimiento de los procesos
implicados en el abuso y dependencia al alcohol. Esto podria ayudar a encontrar dianas
terapéuticas para el tratamiento de alcoholismoy de sus complicaciones periféricas. Este es

el principal motivo de los estudios presentados en esta tesis doctoral.
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3.1. HIPOTESIS

Como hemos visto en la introduccion, el alcohol puede modular la dinamica de
funcionamiento de los transmisores lipidicos en el cerebro. Estas modificaciones pueden
estar relacionadas con la adquisicion del fenotipo adicto al incidir en los fendmenos de
recompensa, de tolerancia, y en las neuroadaptaciones que se asocian al sindrome de
abstinencia. Sin embargo, los efectos derivados del consumo del alcohol sobre estos
transmisores lipidicos en los 6rganos periféricos no son bien conocidos. En la presente
Tesis Doctoral se pretende abordar este problema planteando las siguientes hipotesis
experimentales:

HIPOTESIS 1. La expresion de los genes y/o proteinas relacionadas con el sistema de
transmisién endocannabinoide se altera por la auto-administracién prolongada de alcohol en
el higado y el intestino de los animales expuestos a esta droga. Los cambios observados
dependeran de la intensidad del consumo.

HIPOTESIS 2. La expresion de los genes y/o proteinas relacionadas con el sistema de
transmision endocannabinoide en el higado y el intestino de los animales se altera por la
exposicion intensiva a alcohol en un modelo de atracon ("binge"). Los cambios observados
dependeran del numero de episodios de consumo intensivo y se observaran de modo
diferencial en ambos tejidos.

HIPOTESIS 3. La exposicion moderada durante la adolescencia a alcohol en un modelo de
consumo episédico producira cambios a largo plazo en la expresion de los genes y/o
proteinas relacionadas con el sistema de transmision endocannabinoide en el bazo de los
animales expuestos. Los cambios observados dependeran del sexo del animal expuesto a
alcohol durante la adolescencia.

HIPOTESIS 4. Aunque el alcohol puede producir efectos diferenciales sobre la expresion de
los genes y/o proteinas relacionadas con el sistema de transmision endocannabinoide, que
serian dependientes del tejido y el modelo de administracidon del alcohol, se pueden

encontrar patrones comunes de accién de esta droga sobre estos sistemas de transmision.
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3.2. OBJETIVOS

Las cuatro hipotesis experimentales se comprobaran mediante el desarrollo de los
siguientes objetivos:

OBJETIVO 1. Anadlisis de la expresion de los genes relacionados con la sefalizacion del
sistema endocannabinoide en el higado de ratas Wistar expuestas a tres meses de auto-
administracion operante de alcohol. Los genes a  estudiar serian los receptores
cannabinoides (CB;, CB,), los receptores para aciletanolamidas no cannabinoides (PPAR-
a), el receptor para acido lisofosfatidico (LPA+), las enzimas de sintesis y degradacion de
aciletanolamidas (NAPE-PLD, FAAH), las enzimas de sintesis y degradacion de acil
gliceroles (DAGL-a, DAGL-B, MGL) y el transportador de acidos grasos (CD36).

OBJETIVO 2. Andlisis de la expresion de los genes relacionados con la sefializacion del
sistema endocannabinoide en el intestino (yeyuno) de ratas Wistar expuestas a tres meses
de auto-administracion operante de alcohol. Los genes a estudiar serian los citados en el
objetivo 1.

OBJETIVO 3. Analisis de la expresion de los genes relacionados con la sefalizacion del
sistema endocannabinoide en el higado de ratas Wistar expuestas a 1, 2, 4 y 8 episodios de
consumo intensivo de alcohol (Una administracion unica intensiva). Los genes a estudiar
serian los citados en el objetivo 1.

OBJETIVO 4. Analisis de la expresion de los genes relacionados con la sefalizacion del
sistema endocannabinoide en el intestino (yeyuno) de ratas Wistar expuestas a 1, 2,4y 8
episodios de consumo intensivo de alcohol (Una administracion unica intensiva). Los genes

a estudiar serian los citados en el objetivo 1.

OBJETIVO 5. Anadlisis en la edad adulta de la expresion de los genes relacionados con la
sefalizacion del sistema endocannabinoide en el bazo de ratas Wistar expuestas a cuatro
semanas de consumo moderado de alcohol durante la adolescencia. Los genes a estudiar
serian los citados en el objetivo 1.

OBJETIVO 6. Repercusion funcional en el sistema inmune y metabdlico en la edad adulta
de la exposicion de ratas Wistar a cuatro semanas de consumo moderado de alcohol
durante la adolescencia. Se estudiaran parametros metabdlicos en plasma, asi como los
niveles de citoquinas (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10) y quemoquinas circulantes (CCL2/MCP-1,
CX;CL1/fractalquina).
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4.1. MODELOS ANIMALES DE ALCOHOLISMO

En los experimentos realizados durante este estudio se utilizaron ratas Wistar macho
adultas (Estudios |y Il) o adolescentes (Estudio lll). Todos los procedimientos se llevaron a
cabo segun la Directiva Europea 2010/63/EU y el Real Decreto 53/2013 que regula la
investigacion animal, y regulaciones éticas internacionales. Ademas, todos los protocolos
utilizados fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Psicologia de la
Universidad Complutense de Madrid.

En el presente estudio se llevaron a cabo 3 procedimientos diferentes de administracion de
alcohol:

Auto-administracion

Administracion en atracon (binge)

Drinking in the dark (DID)

4.1.1. PROCEDIMIENTO DE AUTO-ADMINISTRACION DE ALCOHOL (ESTUDIO I)

4.1.1.1. CAMARAS DE AUTO-ADMINISTRACION

Los entrenamientos y ensayos fueron realizados en camaras operantes estandarizadas
situadas en instalaciones convenientemente ventiladas y con sonido atenuado. Cada
camara estaba equipada con un reservorio de agua (capacidad de volumen: 10 mL)
colocado a 4 cm por encima de la base y en el centro del panel frontal de la camara, y dos
palancas retractiles situadas a derecha e izquierda a 3 cm del reservorio de bebida.

Un ordenador control6 la liberacion de fluidos por presion de las palancas, la presentacion
de estimulos si fuere necesario y la grabacion de datos comportamentales. Para obtener los

datos se utilizé el programa MED-PC (MED Associates Inc., Georgia, VT).

4.1.1.2. ENTRENAMIENTO OPERANTE

El condicionamiento operante es un proceso por el cual se aprende gradualmente una
respuesta mediante un refuerzo o un castigo que también se denomina reforzamiento
instrumental. En este ensayo las ratas Wistar fueron entrenadas para auto-administrarse
etanol al 10% mediante pulsacion de palancas en sesiones diarias de 30 minutos siguiendo
un patron de reforzamiento fijo, donde cada respuesta resultd en la liberacion de 0,1 mL, a
partir de una solucion apetecible para el animal (Cippitelli et al., 2005):

En un principio durante los primeros 3 dias de entrenamiento, se restringié la disponibilidad
de agua en la jaula a 2 horas diarias para facilitar la adquisicion de respuestas operantes
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para un liquido reforzador. Durante este tiempo, se reforzo la presion de palanca a través de
una solucion de sacarina al 0,2% (p/v). Llegado a este punto, de nuevo el agua fue de libre
disposicion, y el entrenamiento de auto-administracion de sacarina continué durante otros 3
dias hasta que los animales alcanzaron una respuesta basal estable.

Las ratas fueron entrenadas entonces para auto-administrarse etanol mediante una
modificacién del procedimiento de retirada gradual de sacarosa usado por Samson, 1986,
en el que se utilizé sacarina en lugar de sacarosa (Weiss, F et al.,, 1993). La fase de
iniciacion a etanol comenz6 el dia 6, cuando las ratas disponian en esta ocasién de una
solucién de partida con etanol al 5% (p/v) y un 0,2% de sacarina (p/v). A partir del dia 7, la
concentracion de etanol se incrementé gradualmente de un 5% a un 8% y finalmente a un
10% (p/v), mientras que por el contrario la concentracion de sacarina disminuy6 hasta un
0%.

Desde el inicio de este procedimiento de retirada de sacarina, se introdujo una segunda
palanca aunque inactiva. En todas las fases de entrenamiento y ensayo, las respuestas en
esta palanca (que no tenian consecuencias programadas) se consideraron una medida de

activacion comportamental no especifica.

4.1.1.3. AUTO-ADMINISTRACION DE ETANOL
Tras completar la fase de retirada de sacarina, las ratas se entrenaron en sesiones diarias
de 30 minutos para presionar la palanca que suministraba etanol al 10% (0,1 mL/respuesta)

hasta alcanzar un nivel de respuesta basal y estable.

4.1.1.4. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Los animales de los diferentes grupos experimentales fueron sacrificados 60 minutos tras la
ultima sesion de auto-administracion de alcohol. Las muestras de higado e intestino delgado
(yeyuno) fueron extraidas y congeladas inmediatamente con nieve carbdnica. Todas las

muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su analisis.

4.1.2. PROCEDIMIENTO DE CONSUMO EN ATRACON DE ALCOHOL (BINGE)
(ESTUDIO 1)

4.1.2.1. ANIMALES
Para este estudio se utilizaron 48 ratas Wistar macho (Harlan Laboratories Barcelona,
Espafia) de 275-325 g de peso al inicio de los experimentos. Los animales fueron
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estabulados en grupos de 4 ratas por jaula bajo unas condiciones controladas de humedad
y temperatura, y siguiendo un ciclo luz/oscuridad reverso de 12/12 h (las luces se apagaban
a las 8:00 am). Los animales tuvieron acceso ad libitum a la comida y agua a lo largo de todo

el estudio, salvo en las horas previas a la administracion de alcohol.

4.1.2.2. CONSUMO EN ATRACON

Este procedimiento se llevé a cabo a los 60 minutos del inicio de la fase oscura del ciclo. En
primer lugar, para habituar a los animales al protocolo de administracion intragastrico y
reducir respuestas no-especfficas al estrés, todas las ratas recibieron 2 administraciones
intragastricas diarias de agua durante 2 semanas. A continuacién, los animales se
distribuyeron en 4 grupos experimentales: grupo control (recibié agua), grupo binge 1
(recibié una dosis de alcohol en atracon), grupo binge 4 (recibié una dosis semanal de
alcohol en atracén durante 4 semanas) y grupo binge 8 (recibié una dosis semanal de
alcohol en atracon durante 8 semanas). La administraciéon de alcohol en atracon a los
grupos binge 1, 4 y 8 se hizo via intragastrica por gavage, administrando una dosis de
alcohol de 3 g/kg al 25% en un volumen de 15 mL/kg. En el caso del grupo control, los
animales recibieron el mismo volumen de agua. Los animales se privaron de comida 12
horas previas al tratamiento para normalizar la absorcion del alcohol y evitar la

presencia/ausencia de comida en el estdmago (Lépez-Moreno et al., 2015).

4.1.2.3. TOMA DE MUESTRAS PARA LA VALORACION DE LA CONCENTRACION DE
ALCOHOL EN SANGRE

El analisis de la concentracion de alcohol en sangre unicamente se llevo a cabo en el grupo
que habia recibido mayor nimero de administraciones de alcohol en atracon (grupo binge
8). Para ello, se tomaron muestras de sangre de la cola (250 uL) usando un tubo Microvette
CB300 que contenia EDTA (Fisher Scientific SL, Madrid, Espafia). Las muestras se tomaron
a1, 2, 3y4 horas post-administracion de alcohol durante las 8 semanas. La ultima semana
de tratamiento solo se tomaron muestras de sangre de la cola a las 2 horas, ya que los
animales se sacrificaron en ese momento. Las muestras de sangre fueron centrifugadas a
1500 xg durante 15 minutos utilizando una centrifuga refrigerada. Se extrajo el plasma y se

guardo a -20°C para su posterior analisis.

4.1.2.4. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS
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Los animales de los diferentes grupos experimentales fueron sacrificados 2 horas tras la
ultima administracion intra-gastrica de alcohol. Las muestras de higado e intestino delgado
(yeyuno) fueron extraidas y congeladas inmediatamente con nieve carbdnica. Todas las

muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su analisis.

4.1.3. PROCEDIMIENTO PARAEL “DRINKING IN THE DARK” (ESTUDIO lII)

4.1.3.1. ANIMALES

Para este estudio se utilizaron las crias de ratas Wistar (Harlan Laboratories, Rossdorf,
Alemania). Se utilizaron un total de 32 ratas de ambos sexos seleccionadas de cuatro
camadas. El dia del parto, dia postnatal (DPN) 0, las camadas se ajustaron y equilibraron
segun el sexo a 8 crias por cada rata madre (4 machos y 4 hembras). Los animales se
dejaron tranquilos hasta el destete en el DPN 22. A partir de ese momento, los animales se
colocaron en parejas del mismo sexo bajo unas condiciones controladas de humedad y
temperatura, y siguiendo un ciclo luz/oscuridad reverso de 12/12 h (las luces se apagaban a
las 8:00 Am). Los animales tuvieron acceso ad libitum a la comida y agua a lo largo de todo
el estudio, excepto durante las sesiones de exposicion al alcohol. Los animales fueron

controlados diariamente.

4.1.3.2. “DRINKING IN THE DARK”

El procedimiento de DID se aplicé 4 dias a la semana como un modelo intermitente de
administracion forzada de alcohol. El estudio se inicié en ratas adolescentes (DPN 28) de
ambos sexos que se asignaron arbitrariamente al grupo control o al grupo de alcohol (8
hembras y 8 machos por grupo) en jaulas individuales y alternando la colocacién de las
jaulas en cada grupo experimental. Los animales del grupo alcohol fueron expuestos a una
solucién de alcohol al 20% (v/v) en lugar de agua a los 60 minutos de iniciarse la fase
oscura del ciclo. La botella con alcohol se dejo durante 2 horas por 3 dias consecutivos.
Finalmente, el cuarto dia la sesion se extendié a 4 horas. Este procedimiento fue seguido
por 3 dias de abstinencia en los que los animales sélo tenian acceso a agua. En el caso del
grupo control, los animales recibieron una botella con agua. Este procedimiento semanal se
repitié durante 4 semanas consecutivas. Todos los dias, los biberones se pesaron antes y

después de cada sesion.

4.1.3.3. TOMA DE MUESTRAS PARA LA VALORACION DE LA CONCENTRACION DE
ALCOHOL EN SANGRE
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Para el anadlisis de la concentracion de alcohol en sangre se tomaron muestras de sangre
de la cola (250 pL) usando un tubo tubo Microvette CB300 que contenia EDTA (Fisher
Scientific SL, Madrid, Espafa). Las muestras se tomaron a los 90 minutos de la sesion de 4
horas de la primera y cuarta semana de exposicion. Las muestras de sangre fueron
centrifugadas a 1500 xg durante 15 minutos utilizando una centrifuga refrigerada. Se extrajo

el plasmay se guardé a -20°C para su posterior analisis.

4.1.3.4. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Los animales de los grupos control y alcohol fueron sacrificados 2 semanas después de la
ultima sesion de exposicion de DID (DPN 68). Las ratas se sacrificaron en una habitacion
con ruido minimo por decapitacion y se recogieron muestras de sangre, bazo e higado. La
sangre se centrifugd a 2000 xg durante 15 minutos y el plasma. Las muestras de higado y
bazo fueron extraidas y congeladas inmediatamente con nieve carbdnica. Todas las

muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su analisis.

4.2. VALORACION DE LA CONCENTRACION DE ALCOHOL EN SANGRE

Para valorar la concentracion de alcohol en sangre se utilizé el plasma obtenido a partir de
las muestras de sangre de la cola de las ratas expuestas a los diferentes procedimientos de
alcohol. La concentracién de etanol se midio utilizando un kit comercial “ Enzychrom Ethanol
Assay Kif' siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante (Bioassay Systems,

Hayward, CA, EE.UU). Todas las medidas se llevaron a cabo por duplicado.

4.3. ENSAYOS BIOQUIMICOS EN PLASMA

Se midieron los siguientes metabolitos en plasma: glucosa, triglicéridos, colesterol,
colesterol de alta densidad (HDL-C, del inglés High-density lipoprotein colesterol), acido
urico, urea, creatinina, transaminasa glutamico oxalacética (GOT, del inglés Glutamate-
oxaloacetate transaminase), transaminasa glutamico piruvica (GPT, del inglés Glutamate-
pyruvate transaminase) y gamma glutamil transpeptidasa (GGt, del inglés Gamma glutamy|
transpeptidase). Todos estos metabolitos se analizaron utilizando kits comerciales de
acuerdo a las instrucciones del fabricante en un Hitachi 737 Automatic Analyzer (Hitachi,

Tokyo, Japén).

4.4. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LA GRASAHEPATICA
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Para poder extraer todo el contenido lipidico de un tejido, la técnica comunmente utilizada
es la descrita por Folch, que propuso el uso de una mezcla de disolventes polar y apolar
(Folch et al., 1957), método que posteriormente fue modificado por Bligh y Dyer (Bligh y Dye
1959). Siguiendo este método, los lipidos totales se extrajeron de las muestras de higado
congeladas utilizando una mezcla extractiva compuesta por cloroformo: metanol en una
proporcion 2:1 (v/v); ademas, como la mayoria de los lipidos contienen dobles enlaces
sensibles a la oxidacion, se afadid un 0,025% del antioxidante butilhidroxitolueno (BHT)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, EE.UU). Se trabajé con una cantidad de tejido entre 200-400
mg. Las muestras de higado se trataron con un homogeneizador Ultra Turrax (IKA,
T18Basic) en 1 mL de suero fisioldgico,y cuando quedaron totalmente homogeneizadas, se
anadié a cada muestra 5 mL de la mezcla extractiva, 100 pL de HCI 0,1 Ny 100 pL de
MgCl, seguido de dos sesiones de agitacion en vortex de 30 segundos cada una. Para
separar las fases se centrifugd (en una centrifuga Megafuge 1.0R, Heraeus) a 4000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Los lipidos quedaron concentrados en la fase organica inferior,
que se pasaron a un tubo limpio (previamente pesado) y al resto se les volvié a anadir
mezcla extractiva (3 mL) y se repitié todo el proceso, asegurandonos asi de haber extraido
toda la grasa de la muestra. Las muestras se desecaron en corriente de nitrégeno y se
pesaron nuevamente los tubos. El contenido de grasa total se expresé como un porcentaje
respecto al peso inicial del tejido (Serrano et al., 2006).

El contenido de ftriglicéridos de la muestra se cuantificd usando un kit comercial y siguiendo

las instrucciones del fabricante (Randox Laboratories Ltd., Ardmore, Reino Unido).

4.5. INMUNOENSAYO MULTIPLE PARA LA VALORACION DE QUEMOQUINAS Y
CITOQUINAS EN PLASMA

Para cuantificar los niveles de quemoquinas y citoquinas en plasma se realizd una
suspension multiple de proteinas utilizando un kit de inmunoensayo (Procarta Inc., Toronto,
Canada) (Araos et al., 2015).

Este método de andlisis se basa en el uso de la tecnologia Luminex para la medida
simultanea de las quemoquinas (CCL2 y CX;CL1) y citoquinas (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10)
(Araos et al, 2015). Brevemente, se anadieron 50 yL de microesferas conjugadas con
anticuerpos anti-quemoquinas o anti-citoquinas a cada uno de los 96 pocillos de una placa y
se adhirieron mediante filtracion por vacio. Tras el lavado, se anadieron 25 uL de los
estandares pre-diluidos (rango desde 40600 pg/mL a 0,62 pg/mL) o de las muestras de
plasma, y se dejé la placa en agitacién a 500 rpm durante 1 hora (temperatura ambiente).
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Posteriormente, se realizé un segundo lavado, se afiadid 25 PL de los anticuerpos de
deteccion multiple y se volvié a dejar en agitacion durante 30 minutos. Tras el siguiente
lavado, se afadié 50 pL de ficoeritrina conjugada con estreptavidina durante 30 minutos, se
lavé y se afnadié 120 yL de tampdn de lectura a cada pocillo. Se analizé un minimo de 75
microesferas/parametros utilizando el Sistema Bio-Plex 200 (Bio-Rad Laboratories, Madrid,
Espafia). Los datos generados (la media de la intensidad de la fluorescencia) se analizd
usando el software Bio-Plex Manager 4.1 (Bio-Rad Laboratories). Los resultados se

expresaron como pg de proteina /mL de plasma.

4.6. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

Mediante la reaccioén en cadena de la polimerasa de tipo cuantitativa a tiempo real (qQRT-
PCR, del inglés quantitative real-time polymerase chain reaction) se llevd a cabo la
cuantificacion relativa de los ARN mensajeros (ARNm) de diferentes receptores y enzimas
relacionados con los endocannabinoides y otros mediadores lipidicos en las muestras de
higado, intestino y bazo de ratas. En todo momento, las soluciones y materiales utilizados
permanecian totalmente libres de RNasas por la aplicacion de protocolos especificos de

manipulacién y limpieza de las muestras y el area de trabajo.

4.6.1. Extraccion del ARN total

Para el aislamiento del ARN total de los diferentes tejidos se utilizé el método del TRIzol®
(Gibco BRL Life Technologies, Baltimore, MD, EE.UU). Las muestras se colocaron en hielo
antes de comenzar la extraccion. Se afnadié 1 mL de TRIzol® a los tubos ademas de unas
bolas de acero para homogeneizar. Los tubos se transfirieron al “ TissueLyser Adaptor Set
2x24’, donde se homogeneizaron durante 3 minutos a 30 Hz. Las muestras se centrifugaron
a 13000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se reservd el sobrenadante y para separar las
fases se anadio 200 pL de cloroformo por cada mL de TRIzol®, agitando manualmente 15-
20 segundos. Posteriormente, se incubd durante 2-3 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

Tras la centrifugacion, la muestra se separd en una fase inferior (fenol-cloroformo), que
contiene las proteinas, una interfase (ADN) y una fase superior acuosa, donde se
encontraba exclusivamente el ARN. Transferimos esta fase a un eppendorf limpio y libre de
RNasas, cuidando de no contaminar con el ADN de la interfase.

Para precipitar el ARN, se anadié a la fase acuosa ya transferida, 500 pL de isopropanol.
Los tubos se agitaron manualmente y se dejaron incubar durante 10 minutos a temperatura

48



Material y métodos

ambiente. Luego se volvid a centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se elimino el
sobrenadante y se lavd el ARN precipitado con 500 uL de etanol al 75%. Los tubos se
centrifugaron a 11000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El lavado con etanol se repitio, seguido
por el paso de centrifugacion. El “pellet’ de ARN se dejo secar bien hasta que todo el etanol
se evaporo y se disolvid en 50 pL de agua libre de ARNasas (Qiagen, Alemania) durante 10

minutos a 60°C.

4.6.2. PURIFICACION

Con objeto de tener una preparacion pura de ARN para la qPCR se realizé una limpieza del
ARN utilizando el RNeasy Mini Kit de Qiagen (Hilden, Alemania), que contiene unas
columnas con una membrana de silica-gel que permite purificar hasta 100 ug de ARN
(elimina selectivamente la mayoria de las moléculas menores de 200 nucleétidos, como el
5.8S ARNr, 5S ARNr y ARNt, que suponen entre un 15-20% del ARN total). Con esta
técnica se elimind también la mayor parte del ADN, pero para asegurarnos de su total
eliminacién se incluyd un paso de digestion en columna con ADNasa | (RNase-free DNase

Set, Qiagen).

4.6.3. CUANTIFICACION

Para determinar la concentracion de ARN y su pureza utilizamos un espectrofotometro de
alta sensibilidad Nanodrop TM ND-1000 (ThermoScientific, Wilmington, DE, EE.UU). La
concentracion se determiné midiendo la absorbancia a 260 nm para cada muestra utilizando
1 L de ARN eluido. La pureza se midio calculando el ratio Axeo/Aggo. El agua ultrapura se

utilizé como blanco.

4.6.4. TRANSCRIPCION REVERSA
La sintesis de ADN complementario (ADNc) se realizé en un termociclador (Bio-Rad
Laboratories, Hércules, CA, EE.UU). Este paso de ARN a ADNc se hizo en dos fases:
A. Para cada muestra se tomo:
- un volumen de ARN que contenia 1 ug ajustando el volumen a 13 pL con agua libre de
RNasas.
- 2 UL de oligodT (“random primer’) (Roche Diagnostic, Mannheim, Alemania)
Esta mezcla se puso en el termociclador con el siguiente programa de temperaturas:
1. 70°C 10 minutos
2.4°C 5 minutos
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3.Hold 4°C
B. Para la transcripcion reversa se uso la enzima “Transcriptor Reverse Transcriptase kit’
(Roche Diagnostic, Mannheim, Alemania). Se prepar6 una mezcla (Master Mix) en la que se

anadio por cada muestra:

Componente Volumen
Tampon de RT 5x 4 uL
dNTPs 2L
Inhibidor RNAsin 0.5 L
RT enzima 0.5puL

Se anadieron 7 yL de Master Mix a cada muestra. Luego se incubaron durante 30 minutos
en el termociclador. EI ADNc producido se diluyd en la cantidad indicada de agua libre de
ARNasas para alcanzar una dilucion 1:100. El producto final se guardé a -20°C, listo ya para

realizar las qRT-PCR.

4.6.5. TECNICA DE PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

Para las qRT-PCRs se Uutilizé el sistema de deteccion para PCR en tiempo real CFX96TM
(Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU) y el formato de marcador colorante FAM para los ensayos
de expresion génica de TagMan® Gene Expression (Applied Biosystems, Darmstadt,
Alemania). Las muestras (9 yL de ADNc diluido 1/100) se cargaron en una placa de 96
pocillos (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU). La placa se sell6 con un film
transparente y luego se llevé a cabo la qRT-PCR. Cada reaccioén se corrié en duplicado. Los
parametros de los ciclos fueron: 50°C durante 2 minutos para desactivar ADN mono y
bicatenario que contenia dUTP, 95°C durante 10 minutos para activar la ADN Taq
polimerasa seguido por 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos para la fusiéon del ADNc y
60°C durante 1 minuto para permitir la hibridacién y extension de los cebadores en los que
se adquirio la fluorescencia. Se realizaron analisis de curvas de fusion para asegurar que
solo se amplificé un unico producto. Se analizaron varios genes constitutivos, seleccionando
el mas adecuado segun su homogeneidad. Los valores absolutos de cada muestra se
normalizaron con relacion al gen constitutivo 3-actina. La cuantificacion relativa se obtuvo
usando el método AACt y se normalizé respecto al grupo control. Los cebadores para la

reaccion de PCR se obtuvieron basandose en la base de datos del genoma de Applied

50



Biosystems de referencias de ARNm de rata (http://bioinfo.appliedbiosystems.com/genome-

database/gene-expression.html) (Tabla 1).
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Gen ID del ensayo N° GenBank Longitud del amplicon
B-actina (Actb) Rn00667869 m1 | NM_031144.2 91
CB, (Cnr1) Rn02758689_s1 | NM_012784.4 92
CB, (Cnr2) Rn03993699_s1 | NM_001164142.1 | 102
DAGL-a (Dagla) Rn01454304_m1 | NM_001005886.1 | 67
DAGL-B(Daglb) Rn01453770_m1 | NM_001107120.1 | 57
FAAH (Faah) Rn00577086_m1 | NM_024132.3 63
MGL (Magl) Rn00593297_m1 | NM_138502.2 78
NAPE-PLD (Napepld) | Rn01786262_m1 | NM_199381.1 71
PPAR-a (Ppara) Rn00566193_m1 | NM_013196.1 98
LPA, (Lpar1) Rn00588435_m1 | NM_053936.3 67
FAT (Cd36) Rn00580728 _m1 | NM_031561.2 101

Tabla 1. Cebadores (primers) utilizados para las gPCRs.

4.7. ANALISIS DE EXPRESION PROTEICA (WESTERN-BLOT)
Esta técnica se utilizé para identificar y localizar determinadas proteinas en base a su

capacidad para unirse a anticuerpos especificos.

4.7.1. EXTRACCION DE PROTEINA

Las proteinas se extrajeron de los tejidos de higado y yeyuno utilizando un tampdn de lisis
(0,2% SDS, 1 mM EDTA, 1% NaDOC, 150 mM NaCl, 1% Triton y 50 mM Tris-HCI pH 7,6)
suplementado con un céctel de inhibidores de proteasa (Roche, Mannheim, Alemania). Las
muestras se colocaron en hielo, se afiadi® 1 mL del tampdn de lisis a cada una y se
homogeneizaron en un homogeneizador Ultra-Turrax (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, EE.UU).
Una vez homogeneizadas, se pusieron en agitacion durante 2 horas a 4°C y se
centrifugaron a 15000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante (fase

soluble) y se transfirié a un tubo limpio.

4.7.2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES
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La concentracion de proteina de cada muestra se determind mediante el método de
Bradford. Para ello se prepararon distintas diluciones de la proteina utilizada como estandar,
albumina de suero bovino, entre 25 y 2000 pg/mL y con ellas obtuvimos una curva patrén.
Se anadieron 5 yL de las diluciones apropiadas de los estdndares y de las muestras
directamente sobre la microplaca de 96 pocillos. Como blanco se utilizé el tampdn donde se
encontraba diluida la muestra. A continuacion se anadid 250 pL del reactivo azul de
Coomassie (PIERCE, Biotechnology, INC, IL, EE.UU). Se agité durante 30 segundos y se
incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente y seguido, se midié la densidad éptica a
595 nm en un espectrofotdmetro (VERSAmax, microplate reader, MDS Inc, Toronto,
Canada), restando la absorbancia medida para el blanco. Se represento la densidad optica
(DO59%5) frente a la concentracion de los estandares, para obtener la curva patrén.
Extrapolando los valores de DO595 de la muestra problema en la recta patrén, se obtuvo la

concentracion de proteinas.

4.7.3. INMUNODETECCION (WESTERN-BLOT)

Llevamos a cabo el analisis de western blot para algunos componentes del SEC (CB.,
FAAH, MGL, NAPE-PLD, PPAR-a) y adaptina, como constitutivo. Utilizamos entre 25 y 50
Mg de proteina.

Las proteinas de interés se separaron en funcién del peso molecular mediante una
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (el porcentaje de acrilamida depende del
tamafo de la proteina que se quiere estudiar) en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE). Tras la electroforesis se procedié a la transferencia de las proteinas. La
transferencia de proteinas o blotting supone la inmovilizacion de las proteinas sobre
membranas sintéticas, en este caso de nitrocelulosa.

El procedimiento se inicia apilando sucesivamente una esponja plana, papel de filtro
empapado en tampoén de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol al 20% v/v, pH
8,3), el gel, la membrana en contacto directo con el gel, mas papel de filtro y finalmente una
esponja plana. Este conjunto se recoge entre dos capas de plastico perforado y se introduce
en un tanque en el que se encuentra el tampdn de transferencia y dos electrodos planos
(disefiados para conseguir un campo uniforme en toda la superficie del gel). Se dispone de
forma que el gel quede hacia el anodo (-) y la membrana hacia el catodo (+). La carga neta
de las proteinas en el caso de los geles de SDS-PAGE es positiva debida a la carga del
SDS. La electroforesis se realiza a 100-150 voltios durante 2-3 horas. La velocidad de
transferencia es inversamente proporcional al tamano de la proteina. El proceso provoca un
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fuerte calentamiento de la solucion por lo que se refrigera el sistema. Una vez realizada la
transferencia la membrana se puede analizar inmediatamente o bien conservarla en frio (2 a
8°C) durante meses. Para localizar las bandas de proteina, las membranas se tifieron con
rojo Ponceau y se cortaron las membranas al nivel del marcador de peso molecular segun
la proteina de interés.

Una etapa comun a todos los procedimientos de inmunodeteccion es el bloqueo, para
prevenir la unidon no especifica del sistema de deteccion a la membrana, con el riesgo
asociado de tener un elevado background o falsos positivos. En este caso, las membranas
se bloquearon durante 1 hora con PBST (50 mM Tris-HCI, pH 7,6; 200 mM NaCl y 0,1%
Tween-20) con un 2% de BSA. A continuacion se procedié a la deteccion de las proteinas
de interés incubando durante 2 horas con el primer anticuerpo especifico contra las
proteinas que se querian estudiar (ver Tabla 2) diluidos en PBST con un 2% de BSA.
Después de 3 lavados de 5 minutos en PBST, se incubd 1 hora a 25°C con el segundo
anticuerpo conjugado a peroxidasa (Promega, Madison, MI, EE.UU) en PBS. Finalmente, se
volvié a lavar tal como se ha descrito previamente y se revelaron las bandas que contenian
las proteinas de interés usando la técnica deteccion de quimioluminescencia (ECL) con los
reactivos (A y B) de Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology Inc. CA, EE.UU). El reactivo A
se mezcld con el reactivo B en un ratio de 1:1. Luego se incubd la membrana en esta
mezcla por 1 minuto antes de colocarlo entre fim y se reveld con el Autochemi-UVP
Bioimaging System (LTF Labortechnik GmbH, Wasserburg/Bodensee, Alemania). Las
membranas se reutilizaron y se separaron con tampon de “stripping” (14,2 mL tampdn de
“stacking’ 0,5 M Tris pH 6,8, 10 mL 20% SDS, 100 mM mercaptoetanol) durante 30 minutos
a 50°C y en agitacion. Se cuantificaron las distintas bandas por densitometria utilizando el
programa informatico ImagedJ (Rasband W.S., ImageJ, U.S., NIH, Bethesda, MA, EE.UU)
http://imagen.nih.gov/ij, 1997-2012.
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Anticuerpo | Peso molecular (kD) | Dilucién
y-adaptina | 100 1:1000
PPAR-a 55 1:200
CB; 45 1:200
NAPE-PLD | 46 1:100
FAAH 67 1:1000
MGL 35 1:100

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para la cuantificacion de proteinas relacionadas con el SEC en higado e intestino

4.8. ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se expresaron mediante medias y errores estandar de la media (EEM 6 SEM).
Las pruebas estadisticas aplicadas fueron seleccionadas en funcién del tipo de variable y su

distribucion, asi como del numero de grupos experimentales a comparar.

4.8.1. PRUEBA DE NORMALIDAD DE VARIABLES

La distribucion de cada variable permitid seleccionar el método estadistico de analisis
paramétrico o no paramétrico adecuado para variables normales o no normales
respectivamente. Para determinar esta distribucion de variables, se utilizd el test de

normalidad general de D Agostinoy Pearson.

4.8.2. ANALISIS DE MEDIAS

Para las comparaciones estadisticas entre medias de dos grupos se utilizé la prueba
estadistica t de Student para variables continuas normales y el test de Mann-Whitney para
variables discretas o no normales.

Para las comparaciones de tres 0 mas grupos:

1) Se utilizé el andlisis de la varianza (ANOVA) de una o dos vias, en funcion del numero de
factores a considerar, para variables normales a través del estadistico F con sus
correspondientes grados de libertad. Como prueba post-hoc para comparaciones pareadas
multiples se aplico la prueba de Tukey.

2) Como prueba no paramétrica para variables no normales, se utilizé Kruskal-Wallis y la

complementaria prueba post-hoc de Dunn.
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4.8.3. ANALISIS DE CORRELACIONES

Los andlisis multiples de correlaciones entre variables se realizaron a través de los
correspondientes coeficientes de correlacion:

1) Pearson (r) para variables continuas y normales.

2) Spearman (rho) para variables continuas no normales o variables discretas/categéricas.

4.8.4. PROGRAMAS ESTADISTICOS Y VALOR p

Partiendo de la asuncién de hipétesis nula 6 H, (ausencia de diferencias entre medias y de
asociacion entre variables), la probabilidad de rechazo de esta quedd determinada por el
valor p. De este modo, un valor p menor a 0,05 fue considerado estadisticamente
significativo para rechazar H,.

Para los andlisis estadisticos se utilizd la versidon 5.04 del paquete estadistico Graph-Pad
Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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5.1. EFECTOS DE LA AUTO-ADMINISTRACION DE ALCOHOL SOBRE EL SISTEMA
ENDOCANNABINOIDE (SEC) PERIFERICO

En este estudio se muestran los efectos de la auto-administracion de alcohol sobre el SEC
en el higado e intestino de ratas adultas. Con este fin, se abordd el efecto de la auto-
administracion durante 107 dias de alcohol o sacarina. Se utilizaron 42 animales que se
auto-administraban sacarina y 67 que se auto-administraban alcohol. Los estudios se
abordaron en dos fases, en una primera se analiz6 la expresion de los genes relacionados
con el SEC en el higado y el intestino de todos los animales, y posteriormente se
seleccionaron 20 animales con fenotipos extremos en auto-administacion de alcohol (baja 'y
alta auto-administracion) y se compararon con los fenotipos medios de sacarina (20

animales mas cercanos a la media).

5.1.1. ANALISIS DE CORRELACION ENTRE LA AUTO-ADMINISTRACION DE
ALCOHOL Y LOS NIVELES DE ARNm DE PROTEINAS RELACIONADAS CON EL SEC
EN EL HIGADO E INTESTINO DELGADO

A continuacion, se llevaron a cabo analisis multiple de correlaciones para ver si existia algun
tipo de asociaciéon entre el consumo de sacarina o alcohol y la expresién del ARNm de
proteinas relacionadas con el SEC en los érganos estudiados (intestino delgado e higado).
La Tabla 1 muestra los resultados del analisis multiple de correlaciones, donde se observan

en negrita las correlaciones significativas.
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Control (Sacarina) Alcohol
ARNmM

Yeyuno Higado Yeyuno Higado
c rho -0.005 rho -0.174 rho +0.147 rho -0.154

B

p=0.976 p=0.302 p=0.263 p=0.233

c rho= -0.484 rho= -0.392 rho -0.082 rho= -0.321
B,

p= 0.006 p=0.016 p=0.551 p= 0.011

rho +0.310 rho -0.273 rho +0.055 rho= -0.274
PPAR-a

p= 0.058 p= 0.092 p= 0.667 p= 0.027

rho -0.003 rho -0.143 rho= +0.397 rho= -0.313
LPA,

p=0.988 p=0.406 p=0.001 p=0.012

rho -0.163 rho -0.263 rho +0.002 rho= -0.162
NAPE-PLD

p=0.348 p=0.116 p= 0.987 p=0.197

rho +0.108 rho= -0.357 rho +0.037 rho= -0.288
DAGL-a

p= 0.550 p= 0.035 p=0.782 p= 0.022

rho -0.196 rho -0.150 rho -0.105 rho -0.174
DAGL-B

p=0.244 p=0.383 p= 0.416 p= 0.180

rho +0.197 rho -0.073 rho= +0.256 rho= -0.366
FAAH

p=0.244 p=0.678 p=0.043 p= 0.003

rho -0.005 rho= -0.464 rho -0.176 rho= -0.327
MGL

p=0.976 p= 0.006 p=0.171 p= 0.011

rho +0.031 rho +0.047 rho= +0.304 rho +0.109
FAT/CD36

p= 0.854 p=0.777 p=0.017 p= 0.394

Tabla 1. Anélisis multiple de correlaciones entre el consumo de sacarina o alcohol yla expresion del ARNm de
proteinas relacionadas con el SEC en el intestino delgado (yeyuno) e higado de ratas expuestas a auto-
administracién. Abreviaturas: rho: Coeficiente de correlacion de Spearman; p: Valor inferior al nivel de
significacion establecido en 0.05 (implica la existencia de correlacién).Los nombres de las proteinas se definen

en el texto.

5.1.1.2. ANALISIS DE CORRELACION ENTRE LA AUTO-ADMINISTRACION DE
SACARINA Y LOS NIVELES DE ARNm EN EL HIGADO E INTESTINO DELGADO
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En el higado, observamos una correlacién negativa entre el consumo de sacarina y los

niveles de ARNm del receptor CB, (Figura 1A) o de las enzimas de sintesis y degradacién

de 2-AG, DAGL-a (Figura 1B) y MGL (Figura 1C), respectivamente.
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Figura 1. Analisis multiple de correlaciones entre la auto-administracion de sacarina yla expresién del ARNm

del receptor CB2 (A), la enziima DAGLa (B) y la enziima MGL (C) en el higado de ratas. Rho: Coeficiente de

correlacion de Spearman;p: Valor inferior al nivel de significacidn establecido en 0.05 (implica la existencia de

correlacion).

Sin embargo, en el caso del intestino s6lo observamos una correlacion negativa entre el

consumo de sacarina y los niveles de ARNm del receptor CB, (Figura 2).
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Figura 2. Analisis multiple de correlaciones entre la auto-administracion de sacarina yla expresién del ARNm
del receptor CB2 en el intestino de ratas. Rho: Coeficiente de correlacién de Spearman;p: Valor inferior al nivel

de significacion establecido en 0.05 (implica la existencia de correlacion).

5.1.1.3. ANALISIS DE CORRELACION ENTRE LA AUTO-ADMINISTRACION DE
ALCOHOL Y LOS NIVELES DE ARNm EN EL HIGADO E INTESTINO DELGADO
Cuando analizamos las correlaciones con la auto-administracion de alcohol, observamos
que existia una asociacion negativa entre la auto-administracion con la mayoria de los
ARNm de receptores y enzimas evaluados en el higado (Figura 3).

Por el contrario, en el intestino observamos correlaciones positivas entre la auto-
administracion de alcohol y los niveles de ARNm de LPA, (Figura 4A), FAAH (Figura 4B) y
FAT/CD36 (Figura 4C).

En base a estos resultados, y para hacer una comparacion entre fenotipos extremos, en los
gue se haran mediciones de expresion de proteinas, hemos dividido los animales del grupo
alcohol en 2 subgrupos: animales con una baja tasa de auto-administracion (menor EtOH) y
animales con una alta tasa de auto-administracion (mayor EtOH). Estos, a su vez, se han
comparado con animales con una tasa de auto-administracion media de sacarina. Los
valores de auto-administracion fueron: ingesta baja de alcohol (34,7 + 7 palancadas en las
cajas operantes), ingesta elevada (79,2 + 8 palancadas), y consumo promedio de sacarina

(65,8 + 6 palancadas).
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Figura 3. Analisis multiple de correlaciones entre la auto-administracion de alcohol yla expresion del ARNm de

los receptores CB2 (A), PPAR-a (B) y LPA1 (C), de la enzZima de biosintesis DAGL-a (D), yde las enzimas de

degradacion FAAH (E) y MGL (F) en el higado de ratas. Rho: Coeficiente de correlaciéon de Spearman;p: Valor

inferior al nivel de significacion establecido en 0.05 (implica la existencia de correlacion).
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Figura 4. Analisis multiple de correlaciones entre la auto-administracion de alcohol yla expresion del ARNm del
receptor LPAs (A), de la enzima de degradacion FAAH (B) y la translocasa FAT/CD36 (C) en el intestino de
ratas.Rho: Coeficiente de correlacion de Spearman;p: Valorinferior al nivel de significacién establecido en 0.05

(implica la existencia de correlacién).

5.1.2. EFECTOS DE LA AUTO-ADMINISTRACION DE ALCOHOL SOBRE LOS NIVELES
DE ARNm DE PROTEINAS RELACIONADAS CON EL SEC EN EL HIGADO

Para esta evaluacion se seleccionaron los receptores cannabinoides (CB; y CB,), el
receptor nuclear PPAR-q, el receptor del acido lisofosfatidico LPA, las enzimas implicadas
en la Dbiosintesis de endocannabinoides y otros derivados lipidicos [N-acil-
fosfatidiletanolamina/fosfolipasa D (NAPE-PLD) y diacilglicerol lipasa subtipos a y 3 (DAGL-
a y DAGL-B)], enzimas de degradacién [amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH) y

monoacilglicerol lipasa (MGL)] y, finalmente, la translocasa de acidos grasos FAT/CD36.

5.1.2.1. RECEPTORES CANNABINOIDES CB, Y CB.,

La Figura 5 muestra los niveles de ARNm de los receptores cannabinoides. EN el caso del
receptor CB,, la auto-administraciéon no afecté a los niveles de ARNm (Figura 5A) ni
tampoco se observaron diferencias entre los subgrupos con baja y alta auto-administracion
(Figura 5B).
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Respecto a los niveles de ARNm del receptor CB,, aunque tampoco se observo un efecto
de la auto-administracion (Figura 5C), el ANOVA mostré un efecto de la tasa de auto-
administracion de alcohol (F,s4 6.32, p=0.0034) (Figura 5D). En este caso, la expresion
relativa de CB, disminuy6 de forma significativa en el grupo con una alta tasa de auto-

administracion en comparacién al grupo con baja tasa (*'p<0.01).
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Figura 5. Niveles de ARNm de los receptores CB+1 (A, B) y CB2 (C, D) en el higado de ratas auto-
administrandose alcohol. Los resultados se expresan como datos relativos a la expresion del gen constitutivo
(media + EEM, n=18-20). Los datos se analizaron mediante pruebas tde Student o ANOVA de una via yuna
prueba post-hocde multiples comparaciones. (++) p<0.01 indica diferencias significativas frente al grupo menor

EtOH.

5.1.2.2. RECEPTORES NUCLEARES PPAR-a

Los niveles de ARNm del receptor nuclear PPAR-a en el higado no fueron
significativamente afectados por la auto-administracion (Figura 6A), aunque el ANOVA
mostré un efecto de la tasa de auto-administracion de alcohol (Fyss 4.59, p=0.0145)
(Figura 6B). Asi, el andlisis post-hoc reveld cambios significativos soélo en las ratas con una
mayor tasa de auto-administracién, con una disminucién significativa en comparacién al

grupo con baja tasa de auto-administracion (*p<0.05).
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Figura 6. Niveles de ARNm del receptor nuclear PPAR-a en el higado de ratas expuestas a auto-administraciéon
de alcohol (A) o divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracion (B). Los resultados se expresan
como datos relativos a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=18-20). Los datos se analizaron
mediante pruebas tde Student o ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones. (+)

p<0.05 indica diferencias significativas frente al grupo menor EtOH.

5.1.2.3. RECEPTOR DEL ACIDO LISOFOSFATIDICO LPA,
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Figura 7. Niveles de ARNm del receptor LPA1 en el higado de ratas expuestas a auto-administracion de alcohol
(A) o divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracion (B). Los resultados se expresan como datos
relativos a la expresion del gen constitutivo (media £+ EEM, n=18-20). Los datos se analizaron mediante las
pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de multiples

comparaciones.
La auto-administracion no afecté a los niveles de ARNm del receptor LPA; (Figura 7A) ni
tampoco se observaron diferencias entre los subgrupos con baja y alta auto-administracién

(Figura 7B).

5.1.2.4. ENZIMAS DE BIOSINTESIS NAPE-PLD Y DAGL-a/8
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Figura 8. Niveles de ARNm de las enzimas NAPE-PLD (A, B), DAGL-a (C, D) yDAGL-B (E, F) en el higado de
ratas auto-administrandose alcohol. Los resultados se expresan como datos relativos a la expresion del gen
constitutivo (media + EEM, n=18-20). Segun la normalidad, los datos se analizaron mediante pruebas no
paramétricas (U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis) o paramétricas (tde Student o ANOVA de una via), seguido
de la correspondiente prueba post-hoc de multiples comparaciones. (*) p<0.05 indica diferencias significativas

frente al grupo control.(+) p<0.05 indica diferencias significativas frente al grupo menor EtOH.

Aunque no se observo ninguna diferencia en los niveles hepaticos de ARNm de las enzimas
de biosintesis del grupo control y el grupo de ratas auto-administrandose alcohol (Figuras
8A, 8C y 8D), si hubo cambios en la expresion de NAPE-PLD y DAGL-a cuando se
subdividieron en funcién de la tasa de auto-administracion.

El ANOVA mostré un efecto significativode la tasa de auto-administracion de alcohol sobre
la expresion relativa de NAPE-PLD (F,s; 3.49, p=0.0375) (Figura 8B). Sin embargo, no se
observé cambios significativos en las comparaciones multiples.

En cuanto a DAGL-q, el analisis estadistico mostrd un efecto significativode la tasa de auto-
administracion de alcohol (F,s; 5.28, p=0.0081) (Figura 8D). En este caso, se observo una

disminucion significativa en la expresion relativa de esta enzimas en los animales con una
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mayor tasa de auto-administracién en comparacion a los otros grupos (*p<0.05 en
comparacion al grupo control; “p<0.05 en comparacion al grupo con baja tasa de auto-
administracion). Finalmente, los niveles de ARNm de DAGL-B no se vieron afectados
(Figura 8F).

5.1.2.5. ENZIMAS DE DEGRADACION FAAH Y MGL

Al igual que lo observado con las enzimas de biosintesis, tampoco hubo diferencias en los
niveles de ARNm de las enzimas de degradacion entre el grupo control y el grupo de ratas
auto-administrandose alcohol en nel higado (Figuras 9A y 9C), pero si se observaron
cambios en la expresion de ambas enzimas cuando se subdividieron en funcion de la tasa
de auto-administracion.

La Figura 9B muestra la expresiéon del ARNm de FAAH en los diferentes subgrupos
experimentales. EI ANOVA mostré un efecto significativo de la tasa de auto-administracion
de alcohol (F,s, 8.25, p=0.0007). Asi, la expresion relativa de esta enzima disminuydde
forma significativa en los animales con una mayor tasa de auto-administracion en

+++

comparacion a los otros grupos (*p<0.05 en comparaciéon al grupo control; = p<0.001 en
comparacion al grupo con baja tasa de auto-administracion).

La Figura 9D muestra la expresion del ARNm de MGL en los diferentes subgrupos
experimentales. EI ANOVA mostré un efecto significativo de la tasa de auto-administracion
de alcohol (F,s, 7.32, p=0.0016).Asi, el analisis post-hoc revelé cambios significativos sélo
en las ratas con una mayor tasa de auto-administracion, con una disminucion significativa

en comparacion al grupo con baja tasa de auto-administracion (**p<0.01).
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Figura 9. Niveles de ARNm de las enzimas FAAH (A, B) y MGL (C, D) en el higado de ratas auto-
administrdndose alcohol. Los resultados se expresan como datos relativos a la expresion del gen constitutivo
(media + EEM, n=18-20). Los datos se analizaron mediante pruebas tde Studento ANOVA de una viay una
prueba post-hoc de multiples comparaciones.(*) p<0.05 indica diferencias significativas frente al grupo

control.(++) p<0.01 y (+++) p<0.001 indica diferencias significativas frente al grupo menor EtOH.

5.1.2.6. TRANSLOCASA DE ACIDOS GRASOS FAT/CD36
El nivel de ARNm de la translocasa FAT/CD36 esta representado en la Figura 10. La auto-
administracion no afectd a los niveles de ARNm (Figura 10A) ni tampoco se observaron

diferencias entre los subgrupos con baja y alta auto-administracion (Figura 6B).
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Figura 10. Niveles de ARNm de FAT/CD36 en el higado de ratas expuestas a auto-administracion de alcohol (A)
o divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracion (B). Los resultados se expresan como datos
relativos a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=18-20). Los datos se analizaron mediante pruebas

t de Studento ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.
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5.1.3. EFECTOS DE LA AUTO-ADMINISTRACION DE ALCOHOL SOBRE LOS NIVELES
DE ARNm DE PROTEINAS RELACIONADAS CON EL SEC EN EL INTESTINO
DELGADO

Para evaluar si este patron de consumo de alcohol afectaba a otros 6rganos periféricos, se
llevd a cabo en yeyuno el mismo estudio realizado en higado. Al igual que en el apartado
anterior de resultados, en este caso se analizd la expresion de ARNm de los receptores
CB;, CB, PPAR-a y LPA; de las enzimas de biosintesis NAPE-PLD, DAGL-a y DAGL-3, de
las enzimas de degradacion FAAH y MGL; y de la translocasa FAT/CD36.

5.1.3.1. RECEPTORES CANNABINOIDES CB, Y CB,
En el intestino, los niveles de ARNm de los receptores cannabinoides no se vieron

afectados por la auto-administracion de alcohol (Figura 11).
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Figura 11. Niveles de ARNm de los receptores CB1 (A, B) y CB2 (C, D) en el intestino de ratas auto-
administrdndose alcohol. Los resultados se expresan como datos relativos a la expresion del gen constitutivo
(media + EEM, n=18-20). Los datos se analizaron mediante pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney o

Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.

5.1.3.2. RECEPTORES NUCLEARES PPAR-a
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Tampoco se observé ningun efecto sobre los niveles de ARNm del receptor nuclear PPAR-a

en el intestino de las ratas auto-administrandose alcohol (Figura 12).
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Figura 12. Niveles de ARNm del receptor nuclear PPAR-a en el intestino de ratas expuestas a auto-
administracién de alcohol (A) o divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracion (B). Los resultados
se expresan como datos relativos a la expresién del gen constitutivo (media + EEM, n=18-20). Los datos se
analizaron mediante pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de

multiples comparaciones.

5.1.3.3. RECEPTOR DEL ACIDO LISOFOSFATIDICO LPA,
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Figura 13. Niveles de ARNm del receptor LPA; en el intestino de ratas expuestas a auto-administracién de
alcohol (A) o divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracion (B). Los resultados se expresan como
datos relativos a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=18-20). Los datos se analizaron mediante
las pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de multiples

comparaciones.(++) p<0.01 indica diferencias significativas frente al grupo menor EtOH.

El nivel de ARNm del receptor LPA; esta representado en la Figura 13.Aunque no se
observd un efecto significativo de la auto-administracion (Figura 13A), el analisis no
paramétrico reveld un efecto significativo de la tasa de auto-administracion de alcohol

(KW 10.54, p=0.0054) (Figura 13B). En este caso, la expresion relativa de este receptor
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aumenté de forma significativa en el grupo con una alta tasa de auto-administracion en

comparacion al grupo con baja tasa ("'p<0.01).

5.1.3.4. ENZIMAS DE BIOSINTESIS NAPE-PLD Y DAGL-a/
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Figura 14. Niveles de ARNm de las enzimas NAPE-PLD (A, B), DAGL-a (C, D) y DAGL-B (E, F) en el intestino
de ratas auto-administrandose alcohol. Los resultados se expresan como datos relativos a la expresion del gen
constitutivo (media £+ EEM, n=18-20). Los datos se analizaron mediante pruebas tde Studento ANOVAde una

via y una prueba post-hocde multiples comparaciones. (*) p<0.05 indica diferencias significativas frente al grupo

control.

En el intestino, no observamos cambios en los niveles de ARNm de las enzimas NAPE-PLD
(Figuras 14A y 14B) ni DAGL-a (Figuras 14C y 14D).

En cuanto a la expresion de DAGL-f3, observamos un incremento significativo en el grupo
de ratas de auto-administracién de alcohol en comparaciéon al grupo control (*p<0.05)
(Figura 14E). Cuando subdividimos los animales en funcion de la tasa de auto-
administracion, el analisis estadistico mostré un efecto significativo (F,ss 4.50, p=0.0154)

(Figura 14F). En este caso, se observo un aumento significativo en la expresion relativa de
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esta enzima en los animales con una menor tasa de auto-administracion en comparacion al

grupo control (*p<0.05).

5.1.3.5. ENZIMAS DE DEGRADACION FAAH Y MGL

La Figura 15 muestra la expresion del ARNm de las enzimas de degradacion FAAH y MGL
en el intestino de ratas auto-administrandose alcohol

La expresion del ARNm de FAAH estaba incrementado significativamente en el grupo de
ratas de auto-administracion de alcohol en comparacion al grupo control (*p<0.05) (Figura
15A).Cuando subdividimos los animales en funcién de la tasa de auto-administracion,el
anadlisis no paramétrico reveld un efecto significativo de la tasa de auto-administracion de
alcohol (KW 9.30, p=0.0096) (Figura 15B). En este caso, se observd un aumento
significativo en la expresion relativa de esta enzima en los animales con una mayor tasa de
auto-administracion en comparacion al grupo control (**p<0.01).

En cuanto a la expresion de la enzima MGL, aunque no se observé un efecto significativo
de la auto-administracion (Figura 15C), el analisis no paramétrico reveld un efecto
significativo de la tasa de auto-administracion de alcohol (KW 6.91, p=0.0316) (Figura
15D). Asi, el analisispost-hoc revel6 una disminucion significativa en las ratas con una alta

tasa de auto-administracion en comparacion al grupo control (*p<0.05).
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Figura 15. Niveles de ARNm de las enzimas FAAH (A B) y MGL (C, D) en el intestino de ratas auto-
administrandose alcohol. Los resultados se expresan como datos relativos a la expresion del gen constitutivo

(media+ EEM, n=18-20). Los datos se analizaron mediante las pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney o
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Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.(*) p<0.05y (**) p<0.01 indica diferencias

significativas frente al grupo control.

5.1.3.6. TRANSLOCASA DE ACIDOS GRASOS FAT/CD36
El nivel de ARNm de la translocasa FAT/CD36 esta representado en la Figura 16. La auto-
administracion no afecté a los niveles de ARNm (Figura 16A) ni tampoco se observaron

diferencias entre los subgrupos con baja y alta auto-administracion (Figura 16B).
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Figura 16. Niveles de ARNm de FAT/CD36 en elintestino de ratas expuestas a auto-administracion de alcohol
(A) o divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracion (B). Los resultados se expresan como datos
relativos a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=18-20). Los datos se analizaron mediante las
pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de multiples

comparaciones.

Finalmente, la Tabla 2 muestra un resumen de los efectos de la auto-administracion de

alcohol sobre los niveles de ARNm tanto en higado como en intestino:

i Baja auto- | Alta auto-
ARNm administracion administracion
Intestino | Higado Intestino | Higado Intestino | Higado
CB; - - - - - -
CB; - - - - - N7
PPAR-a - - - - i NP
LPA, - - - - N -
NAPE-PLD - - - - - -
DAGLa - - - - - W\
DAGLB ) - A - - -
FAAH 0 : : : A Vi
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MGL ; ; ] ] W ¥
FAT/CD36 - ; ; ; _ ]

Tabla 2. Representacion relativa de la expresion del ARNm de proteinas relacionadas con el SEC en el inestino
e higado de ratas expuestas a auto-administracion de alcohol frente a un grupo control de sacarina.
Abreviaturas/Simbolos: Flechas: Indican un incremento (hacia arriba) o un descenso (hacia abajo) en la
expresion del ARNm correspondiente en comparacion con los valores del grupo control de sacarina (en rojo) o
entre los grupos de alta o baja tasa de auto-administracion de alcohol (en negro).Los nombres de las proteinas

se definen en el texto.

5.1.4. EFECTOS DE LA AUTO-ADMINISTRACION DE ALCOHOL SOBRE LA
EXPRESION DE PROTEINAS RELACIONADAS CON EL SEC EN EL HIGADO

Puesto que observamos cambios en la expresion del ARNm de algunos receptores y
enzimas metabodlicas relacionadas con el SEC, a continuacion evaluamos si la expresion de
proteina también estaba alterada en el higado de los animales que se auto-administraban

alcohol.

5.1.4.1. RECEPTOR PPAR-a
En el higado, la expresién de proteina de los receptores PPAR-a (Figura 17) no se vio

afectada por la auto-administracion de alcohol.
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Figura 17. Nivel de proteina de los receptores PPAR-a en el higado de ratas expuestas a auto-administracion

de alcohol divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracion. Los resultados se expresan como datos
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relativos a la expresion de la proteina constitutiva (media + EEM, n=8). Los datos se analizaron mediante

ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.

5.1.4.2. ENZIMA DE BIOSINTESIS: NAPE-PLD

La Figura 18 muestra el nivel de proteina de la enzima de biosintesis NAPE-PLD en el
higado. El analisis no paramétrico reveld un efecto significativo de la tasa de auto-
administracion de alcohol (KW 7.36, p=0.0253), con una disminucién significativa en las

ratas con una alta tasa de auto-administracién en comparacion al grupo control (*p<0.05).
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Figura 18. Nivel de proteina de la enziima NAPE-PLD en el higado de ratas expuestas a auto-administracion de
alcohol divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracion. Los resultados se expresan como datos
relativos a la expresion de la proteina constitutiva (media + EEM, n=8). Los datos se analizaron mediante la
prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.(*) p<0.05 indica

diferencias significativas frente al grupo control.

5.1.4.3. ENZIMAS DE DEGRADACION: FAAH Y MGL
En el higado, la expresiéon de proteina de las enzimas de degradacion FAAH (Figura 19A) y

MGL (Figura 19B) no se vio afectada por la auto-administracion de alcohol.
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Figura 19. Nivel de proteina de la enzima FAAH (A) y MGL (B) en el higado de ratas expuestas a auto-
administracion de alcohol divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracién. Los resultados se
expresan como datos relativos a la expresién de la proteina constitutiva (media + EEM, n=8). Los datos se

analizaron mediante ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.

5.1.5. EFECTOS DE LA AUTO-ADMINISTRACION DE ALCOHOL SOBRE LA
EXPRESION DE PROTEINAS RELACIONADAS CON EL SEC EN EL INTESTINO

Al igual que hicimos en las muestras de higado, también evaluamos los cambios en la
expresion de proteina de algunos receptores y enzimas cuya expresion del ARNm de

estaba alterada en el intestino de los animales que se auto-administraban alcohol.

5.1.5.1. RECEPTOR PPAR-a

En el intestino, la expresion de proteina de los receptores PPAR-a (Figura 20) se vio
afectada significativamente por la tasa de auto-administracion (F, . 6.47, p=0.0068). En
este caso, se observd unadisminucion significativa en las ratas con una alta tasa de auto-

administracion en comparacion al grupo con baja tasa (**p<0.01).
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Figura 20. Nivel de proteina de los receptores PPAR-a en el intestino de ratas expuestas a auto-administracion
de alcohol divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracion. Los resultados se expresan como datos
relativos a la expresion de la proteina constitutiva (media + EEM, n=7-8). Los datos se analizaron mediante
ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.(++) p<0.01 indica diferencias

significativas frente al grupo menor EtOH.

5.1.5.2. ENZIMA DE BIOSINTESIS: NAPE-PLD
En el intestino, la expresién de proteina de la enzima NAPE-PLD (Figura 21) no se vio

afectada por la auto-administracion de alcohol.

NAPE-PLD

e S e - 46 kDa

G-Adaptina No— —— — 100 kDa

3 2.5 1
o v
w 2 2.0 O Sacarina
<8 54 O MenorEtOH
39 EA Mayor EtOH
6 g 1.0 7 I
w B
o c
83 0.5 1
X
w
0.0

Figura 21. Nivel de proteina de la enzima NAPE-PLD en el intestino de ratas expuestas a auto-administracion

de alcohol divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracion. Los resultados se expresan como datos
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relativos a la expresion de la proteina constitutiva (media + EEM, n=7-8). Los datos se analizaron mediante la

prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.

5.1.5.3. ENZIMVA DE DEGRADACION: FAAH

Como se observa en la Figura 22, el ANOVA mostr6 un efecto significativo la tasa de auto-
administracion (F,.1 6.51, p=0.0063) sobre los niveles de proteina de la enzima FAAH. Asi,
el analisis post-hoc revel6 cambios significativos solo en las ratas con una mayor tasa de
auto-administracion, con una disminucion significativa en comparacion al grupo con baja

tasa de auto-administracion (*'p<0.01).
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Figura 22. Nivel de proteina de la enzima FAAH en el intestino de ratas expuestas a auto-administracion de
alcohol divididas en subgrupos segun la tasa de auto-administracién. Los resultados se expresan como datos
relativos a la expresion de la proteina constitutiva (media + EEM, n=7-8). Los datos se analizaron mediante
ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.(++) p<0.01 indica diferencias

significativas frente al grupo menor EtOH.
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5.2. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL EN ATRACON O BINGE SOBRE EL
SISTEMA ENDOCANNABINOIDE (SEC) PERIFERICO

En este estudio se muestran los efectos de un consumo en atracon ("binge drinking") agudo
o repetido sobre el SEC en el higado e intestino de ratas adultas. Para ello, hemos utilizado
un modelo de atracon forzado mediante la administracién oral de 3 g/kg de una solucién de

etanol al 25% en agua 1, 4 u 8 veces (Figura 1).

8 semanas de Binge alcohol /agua via gavage

D Agua
SEMANA B Aconol Bgikg, ig.)
DIA ‘ Muestra de sangre (CES)
M
\HH\|HHH|HHH|H—HH \HH\|H\\H|HHH|H—HH
GRUPOS 1 2 3 4 5 6 7 8

(n=12) N

cotol [J@ (@ [1O® 1@ 1@ [1® [® 0@
Binge 1 D D D D D D D D’
Binge 4 D D D D . . . .’
sges @ HO HO HO 0O HO 1O RO

'
\

Sacrificio

Figura 1. Esquema del procedimiento de consumo en atracon mediante administracion de 3 g/kg de etanol via
intragastrica. Finalmente, los animales quedaron distribuidos en 4 grupos experimentales, en funcidon del nimero
de atracones de alcohol recibidos: grupo control (sdlo recibié agua), grupo binge 1 (recibié una Unica dosis de
etanol), grupo binge 4 (recibié una dosis de etanol por semana durante 4 semanas) y grupo binge 8 (recibié una

dosis de etanol por semana durante 8 semanas).

5.2.1. CONCENTRACION DE ETANOL EN SANGRE: CONSUMO EN ATRACON DE
ALCOHOL CRONICO

Tras como indica la Figura 1, al grupo binge 8 se le tomaron muestras de sangre
semanalmente a diferentes tiempos (1, 2, 3 y 4 horas) tras la administracion de alcohol.
Este protocolo se llevd a cabo todas las semanas, excepto la ultima, ya que los animales

fueron sacrificados a las 2 horas de la administracion de alcohol.
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Figura 2. Concentracion de etanol en sangre durante las 4h post-administracién de alcohol (3 g/kg) una veza la
semanadurante 8 semanas. Los valores estan expresados como media + EEM (n=6 animales por grupo). Los
datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias y una prueba post-hoc de multiples comparaciones. (*)
p<0.05, (**) p<0.01 y (***) p<0.001 indica diferencias significativas frente a la hora 1. (+) p<0.05 indica

diferencias significativas frente a la primera semana.

Como se muestra en la Figura 2, el analisis estadistico revel6 un efecto significativo del
factor tiempo de exposicion (semanas de consumo en atracon) (Fg 10s=13.27, p<0.001) y del
factor tiempo de toma de muestra (1, 2 ,3 6 4 horas) (F;,15=15.46, p<0.001). De hecho, la
concentracion de etanol en sangre alcanzé el maximo durante la primera hora tras el
atracoén, disminuyendo progresivamente y de forma significativa en las siguientes horas (2h:
*p<0.05; 3h: **p<0.01; 4h: ***p<0.001). Ademas, el atracon cronico durante 8 semanas
produjo un incremento significativo de la concentracion de etanol en sangre,

independientemente de la hora de la toma de la muestra (*p<0.05).

5.2.2. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL EN ATRACON SOBRE LOS NIVELES
DE ARNm DE PROTEINAS RELACIONADAS CON EL SEC EN EL HIGADO
El patron de consumo de alcohol en atracon afectd la expresion génica de ciertos

componentes del SEC en el higado de rata. Para esta evaluacién se seleccionaron los
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receptores cannabinoides (CB; y CB,), el receptor nuclear PPAR-q, el receptor del acido
lisofosfatidico LPA, las enzimas implicadas en la biosintesis de endocannabinoides y otros
derivados lipidicos [N-acil-fosfatidiletanolamina/fosfolipasa D (NAPE-PLD) y diacilglicerol
lipasa subtipos a y B (DAGL-a y DAGL-B)], enzimas de degradaciéon [amidohidrolasa de
acidos grasos (FAAH) y monoacilglicerol lipasa (MGL)] vy, finalmente, la translocasa de
acidos grasos FAT/CD36.

5.2.2.1. RECEPTORES CANNABINOIDES CB, Y CB.,
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Figura 3. Niveles de ARNm de los receptores CB1 (A) y CB2 (B) en el higado de ratas expuestas al consumo de
alcohol en atracon agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se expresan
como datos relativos a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=11-12). Los datos se analizaron
mediante ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones. (*) p<0.05, (**) p<0.01 y (***)

p<0.001 indica diferencias significativas frente al grupo control.

Como se observa en la Figura 3A, el ANOVA mostré un efecto significativo del consumo de
alcohol en atracén (F;41=6.28, p 0.001) sobre los niveles de ARNm del receptor CB;. Asi, la
expresion relativa de CB; disminuyd de forma significativa en comparacion al grupo control
en funcion del numero de veces que los animales habian recibido una dosis de alcohol
(binge 1: *p<0.05; binge 4. **p<0.01; binge 8: ***p<0.001).

Respecto a los niveles de ARNm del receptor CB, (Figura 3B), el ANOVA mostré un efecto
significativo del consumo de alcohol en atracon (F;41=7.92, p 0.0003). En este caso, la
expresion relativa de CB, disminuyd de forma significativa en todos los grupos expuestos a

alcohol en comparacion al grupo control (binge 1y 8: **p<0.01; binge 4: ***p<0.001).

5.2.2.2. RECEPTORES NUCLEARES PPAR-a
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Figura 4. Niveles de ARNm del receptor nuclear PPAR-a en el higado de ratas expuestas al consumo de alcohol
en atracén agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se expresan como datos
relativos a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=11-12). Los datos se analizaron mediante la
prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de multiples comparaciones. (**) p<0.01 y (***)

p<0.001 indica diferencias significativas frente al grupo control.

Los niveles de ARNm del receptor nuclear PPAR-a fueron significativamente afectados por
el consumo de alcohol en atracon (KW 20.07, p 0.0002) (Figura 4). Asi, el analisis post-
hoc revel6 cambios significativos soélo en las ratas expuestas a repetidos atracones, con una
disminucion significativa en comparacion al grupo control (binge 4. ***p<0.001; binge 8:
**p<0.01).

5.2.2.3. RECEPTOR DEL ACIDO LISOFOSFATIDICO LPA,

Como se observa en la Figura 5, el ANOVA mostré un efecto significativo del consumo de
alcohol en atracon (F;43=3.62, p 0.020) sobre los niveles de ARNm del receptor LPA;. Asi,
aunque se observo una disminucion en la expresion relativa de este receptor en los
animales expuestos a un consumo en atracon repetido en comparaciéon al grupo control,

esta disminucién sdlo fue significativa en el grupo binge 4 (*p<0.05).
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Figura 5. Niveles de ARNm del receptor LPA1 en el higado de ratas expuestas al consumo de alcohol en
atracon agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se expresan como datos
relativos a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=11-12). Los datos se analizaron mediante ANOVA
de unavia y una prueba post-hocde multiples comparaciones. (*) p<0.05 indica diferencias significativas frente

al grupo control.

5.2.2.4. ENZIMAS DE BIOSINTESIS NAPE-PLD Y DAGL-o/B

La Figura 6A muestra la expresiéon del ARNm de NAPE-PLD, enzima implicada en la
biosintesis de las aciletanolamidas. El analisis no paramétrico reveld un efecto significativo
por el consumo de alcohol en atracon (KW 14.27, p 0.0026). Asi, el andlisis post-hoc
revel6 cambios significativos soélo en las ratas expuestas a repetidos atracones, con una
disminucion significativa en comparacion al grupo control (binge 4. ***p<0.001; binge 8-
*p<0.05).

Las enzimas DAGL-a y DAGL-B participan en la sintesis de 2-AG y sus niveles de ARNm
estan representados en las Figuras 6B y 6C, respectivamente. El analisis estadistico
mostré un efecto significativo por el consumo de alcohol en atracon, tanto sobre la
expresion de ARNm de DAGL-a (F343=3.50, p=0.0234) como de DAGL-f (KW 11.88,
p 0.0078). En ambos casos, se observd una disminucion significativa en la expresion
relativa de estas enzimas en los animales expuestos a un consumo en atracon repetido en

comparacion al grupo control (*p<0.05).
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Figura 6. Niveles de ARNm de las enzimas NAPE-PLD (A), DAGL-a (B) y DAGL-B (C) en el higado de ratas
expuestas al consumo de alcohol en atracon agudo (1 administracién) o repetido (4 u 8 administraciones). Los
resultados se expresan como datos relativos ala expresion del gen constitutivo (media £ EEM, n=11-12). Segun
la normalidad, los datos se analizaron mediante ANOVA de una via o0 mediante la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis, seguido de la correspondiente prueba post-hoc de multiples comparaciones. (*) p<0.05 y (***)

p<0.001 indica diferencias significativas frente al grupo control.

5.2.2.5. ENZIMAS DE DEGRADACION FAAH Y MGL

La Figura 7A muestra la expresion del ARNm de FAAH, enzima implicada en la
degradacion de las aciletanolamidas. EI ANOVA mostré un efecto significativo del consumo
de alcohol en atracon (F;4,=5.64, p 0.0024). Asi, la expresion relativa de esta enzima
disminuyd de forma significativa en los grupos expuestos a repetidos atracones de alcohol
en comparacion al grupo control (**p<0.01).

La Figura 7B muestra la expresion del ARNm de MGL, enzima que participa en la
degradacion del 2-AG. EI ANOVA mostré un efecto significativo del consumo de alcohol en

atracon (F;,43=4.69, p 0.0064). En cuanto a las comparaciones multiples, la prueba post-hoc
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sefnaldé una disminucién significativa de los niveles de ARNm en todos los grupos expuestos

a alcohol en comparacion al grupo control (binge 1y 8: *p<0.05; binge 4. **p<0.01).
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Figura 7. Niveles de ARNm de las enzimas FAAH (A) yMGL (B) en el higado de ratas expuestas

al consumo de alcohol en atracon agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados
se expresan como datos relativos a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=11-12). Los datos se
analizaron mediante ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones. (*) p<0.05 y (**)

p<0.01 indica diferencias significativas frente al grupo control.

5.2.2.6. TRANSLOCASA DE ACIDOS GRASOS FAT/CD36

El nivel de ARNm de la translocasa FAT/CD36 esta representado en la Figura 8. El analisis
no paramétrico reveld un efecto significativo por el consumo de alcohol en atracon
(KW 11.88, p 0.0078). Asi, el analisis post-hoc revel6 cambios significativos sélo en las
ratas expuestas a repetidos atracones, con una disminucion significativa en comparacion al

grupo control (*p<0.05).
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Figura 8. Niveles de ARNm de FAT/CD36 en el higado de ratas expuestas al consumo de alcohol en atracon
agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se expresan como datos relativos a
la expresion del gen constitutivo (media £+ EEM, n=11-12). Los datos se analizaron mediante la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de multiples comparaciones. (*) p<0.05 indica diferencias

significativas frente al grupo control.

5.2.3. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL EN ATRACON SOBRE LOS NIVELES
DE ARNm DE PROTEINAS RELACIONADAS CON EL SEC EN EL INTESTINO

Para evaluar si el patron de consumo de alcohol en atracén afectaba a otros organos
periféricos, se llevé a cabo en intestino el mismo estudio realizado en higado. Al igual que
en el apartado anterior de resultados, en este caso se analizé la expresion de ARNm de los
receptores CB;, CB, PPAR-a y LPA;; de las enzimas de biosintesis NAPE-PLD, DAGL-a y
DAGL-(3, de las enzimas de degradacion FAAH y MGL,; y de la translocasa FAT/CD36.

5.2.3.1. RECEPTORES CANNABINOIDES CB, Y CB.,
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Figura 9. Niveles de ARNm de los receptores CB1 (A) y CB2 (B) en el intestino de ratas expuestas al consumo
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Niveles de ARNm (cambio relativo)
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de alcohol en atracon agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se expresan
como datos relativos a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=11-12). Los datos se analizaron

mediante la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.

A diferencia de lo que observamos en el higado, los niveles de ARNm de los receptores
cannabinoides no se vieron afectados en el intestino por el consumo de alcohol en atracéon

(Figura 9).

5.2.3.2. RECEPTORES NUCLEARES PPAR-a
Como se observa en la Figura 10, el ANOVA mostré un efecto significativo del consumo de

alcohol en atracon (F; 4,=6.98, p 0.0007) sobre los niveles de ARNm del receptor PPAR-a.
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Asi, el analisis post-hoc reveld cambios significativos soélo en las ratas expuestas a
repetidos atracones, con una disminucién significativa en comparacién al grupo control

(binge 4: ***p<0.001; binge 8: **p<0.01).
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Figura 10. Niveles de ARNm del receptor nuclear PPAR-a en el intestino de ratas expuestas al consumo de
alcohol en atracon agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se expresan
como datos relativos a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=11-12). Los datos se analizaron
mediante ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones. (**) p<0.01 y (***) p<0.001

indica diferencias significativas frente al grupo control.

5.2.3.3. RECEPTOR DEL ACIDO LISOFOSFATIDICO LPA,
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Figura 11. Niveles de ARNm del receptor LPA1 en el intestino de ratas expuestas al consumo de alcohol en
atracon agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se expresan como datos
relativos a la expresion del gen constitutivo (media £+ EEM, n=11-12). Los datos se analizaron mediante ANOVA

de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.
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Como se observa en la Figura 11, los niveles de ARNm del receptor LPA; no se vieron

afectados en el intestino por el consumo de alcohol en atracon.

5.2.3.4. ENZIMAS DE BIOSINTESIS NAPE-PLD Y DAGL-a/B
Los niveles de ARNm de las enzimas de biosintesis no se vieron afectados por el consumo

de alcohol en atracon (Figura 12).
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Figura 12. Niveles de ARNm de las enzimas NAPE-PLD (A), DAGLa (B) y DAGLB (C) en el intestino de ratas
expuestas al consumo de alcohol en atracén agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los
resultados se expresan como datos relativos a la expresién del gen constitutivo (media + EEM, n=11-12). Los

datos se analizaron mediante ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.

5.2.3.5. ENZIMAS DE DEGRADACION FAAH Y MGL
Igualmente, los niveles de ARNm de las enzimas de degradacion no se vieron afectados por

el consumo de alcohol en atracon (Figura 13).
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Figura 13. Niveles de ARNm de las enzimas FAAH (A) y MGL (B) en el intestino de ratas expuestas al consumo
de alcohol en atracon agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se expresan
como datos relativos a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=11-12). Los datos se analizaron

mediante ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.

5.2.3.6. TRANSLOCASA DE ACIDOS GRASOS FAT/CD36

El nivel de ARNm de la translocasa FAT/CD36 esta representado en la Figura 14. El
ANOVA mostré un efecto significativo del consumo de alcohol en atracon (F;43=3.30,
p 0.0292) sobre los niveles de ARNm de FAT/CD36 en intestino. A diferencias de los
diferentes ARNm evaluados en higado e intestino, éste fue el unico que aumento en los
animales expuestos al alcohol, siendo este aumento significativo en el caso del grupo que

recibié alcohol en atracén de forma aguda (**p<0.01).
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Figura 14. Niveles de ARNm de FAT/CD36 en elintestino de ratas expuestas al consumo de alcohol en atracén

agudo (1 administracién) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se expresan como datos relativos a
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la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=11-12). Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via
y una prueba post-hoc de multiples comparaciones. (**) p<0.01 indica diferencias significativas frente al grupo

control.

5.2.4. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL EN ATRACON SOBRE LA EXPRESION
DE PROTEINAS RELACIONADAS CON EL SEC EN EL HIGADO E INTESTINO

Puesto que observamos cambios en la expresion del ARNm de algunos receptores y
enzimas metabdlicas relacionadas con el SEC, a continuacion evaluamos si la expresion de
proteina también estaba alterada en el higado e intestino de los animales que recibieron

alcohol en forma de atracon.

5.2.4.1. RECEPTORES: CB, Y PPAR-a
En el higado, la expresion de proteina de los receptores CB, y PPAR-a (Figura 15) no se

vio afectada por el consumo de alcohol en atracon.
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Figura 15. Nivel de proteina de los receptores CB: (A) y PPAR-a (B) en el higado de ratas expuestas al
consumo de alcohol en atracén agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se
expresan como datos relativos a la expresién de la proteina constitutiva (media + EEM, n=8). Segun la
normalidad, los datos se analizaron mediante ANOVA de una via o mediante la prueba no paramétrica Kruskal-

Wallis, seguido de la correspondiente prueba post-hoc de multiples comparaciones.

Por el contrario, la expresion de proteina de estos receptores si estaba alterada en el
intestino de las ratas expuestas al consumo de alcohol en atracén (Figura 16). Como se

observa en la Figura 16A, el ANOVA mostré un efecto significativo del consumo de alcohol
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en atracon (F;47=4.31, p 0.0196) sobre los niveles de proteina del receptor CB,. No
obstante, el analisis post-hoc reveld cambios significativos sdélo en las ratas del grupo binge
4, con un incremento significativo en comparacion a los controles (*p<0.05). Respecto a la
expresion de la proteina del receptor nuclear PPAR-a (Figura 16B), el ANOVA indic6 que

no existia un efecto principal del consumo de alcohol en atracén.
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Figura 16. Nivel de proteina de los receptores CB2 (A) y PPAR-a (B) en el intestino de ratas expuestas al
consumo de alcohol en atracén agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se
expresan como datos relativos a la expresion de la proteina constitutiva (media + EEM, n=5-6). Los datos se
analizaron mediante ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones. (*) p<0.05 indica

diferencias significativas frente al grupo control.

5.2.4.2. ENZIMA DE BIOSINTESIS: NAPE-PLD
El nivel de proteina de la enzima de biosintesis NAPE-PLD no se vio afectado ni en higado

(Figura 17A) ni en intestino (Figura 17B).
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Figura 17. Nivel de proteina de la enzima NAPE-PLD en higado (A) e intestino (B) de ratas expuestas al
consumo de alcohol en atracén agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se
expresan como datos relativos a la expresion de la proteina constitutiva (media + EEM, n=5-6). Los datos se

analizaron mediante ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.

5.2.4.3. ENZIMAS DE DEGRADACION: FAAH Y MGL

En higado, la expresion de proteina de las enzimas FAAH y MGL estan representados en
las Figuras 18A y 18B, respectivamente. Mientras que el analisis estadistico no mostro
ningun efecto sobre el nivel de FAAH, si que observamos un efecto significativo del
consumo de alcohol en atracon sobre la expresion proteica de MGL (F325=4.55, p 0.0101).
Atendiendo al analisis post-hoc, el nivel de proteina de MGL en las ratas del grupo que
habia recibido un mayor numero de atracones de alcohol fue significativamente mas alto

respecto al grupo control (**p<0.01).
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Figura 18. Nivel de proteina de la enzima FAAH (A) y MGL (B) en el higado de ratas expuestas al consumo de
alcohol en atracon agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). Los resultados se expresan
como datos relativos a la expresion de la proteina constitutiva (media + EEM, n=8). Los datos se analizaron
mediante ANOVA de unavia y una prueba post-hocde multiples comparaciones. (**) p<0.01 indica diferencias

significativas frente al grupo control.

Por el contrario, la expresiéon de proteina de estas enzimas no estaba alterada en el

intestino de las ratas expuestas al consumo de alcohol en atracén (Figura 19).
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Figura 19. Nivel de proteinade la enzima FAAH (A) y MGL (B) en el intestino de ratas expuestas al consumo de
alcohol en atracon agudo (1 administracion) o repetido (4 u 8 administraciones). L os resultados se expresan
como datos relativos a la expresion de la proteina constitutiva (media £+ EEM, n=5-6). Los datos se analizaron

mediante ANOVA de una via y una prueba post-hoc de multiples comparaciones.
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5.3. EFECTOS DEL CONSUMO MODERADO DE ALCOHOL DURANTE LA
ADOLESCENCIA SOBRE EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE (SEC) PERIFERICO

En este estudio se muestran los efectos de un consumo moderado de alcohol durante la
adolescencia sobre el SEC en el bazo de ratas adultas de ambos sexos, asi como sobre
mediadores inflamatorios circulantes. Para ello, hemos utilizado un procedimiento
experimental de “drinking in the dark” (DID) de 4 semanas como modelo de exposicion

forzada e intermitente a alcohol durante el periodo de adolescencia (Figura 1).

DPN O DPN 28 DPN 56 DPN 68

[T T T FEmimiis=mn] T ] Recogidademuestras
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' CES " " | CES |
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Figura 1. Esquema del procedimiento de DID utilizado en ratas adolescentes [inicio en el dia postnatal (DPN)
28]. Durante 4 semanas, los animales fueron expuestos a una unica botella con etanol (20%, v/v) (grupo alcohol)
o con agua (grupo control)durante 4 dias consecutivos 1h después del inicio del ciclo oscuro. Durante los tres
primeros dias de cada semana, el acceso al alcohol estuvo limitado a 2h, mientras que el cuarto dia el tiempo de

exposicion fue de 4h. Abreviaturas: CES:concentracidn de etanol en sangre; DID: drinking in the dark.

5.3.1. CONCENTRACION DE ETANOL EN SANGRE: CONSUMO MODERADO DE
ALCOHOL

Siguiendo el disefio experimental de DID descrito en la Figura 1, encontramos
concentraciones de etanol en sangre crecientes a lo largo de las semanas. Durante la
primera semana de exposicion, la concentracion de etanol en las ratas hembras tras la

ultima sesion de DID (DPN 31) fue 11.97 + 4.28 mg/dL, mientras que en los machos alcanzo6
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un valor de 10.99 + 1.18 mg/dL. Estas concentraciones aumentaron al finalizar la ultima
sesion de DID en la cuarta semana de exposicion a alcohol (DPN 52), de modo que las
ratas hembras alcanzaron concentraciones de etanol en sangre de 29.34 + 3.92 mg/dL y los
machos 28.26 + 2.20 mg/dL.

El analisis estadistico reveld un efecto significativo del factor tiempo de exposicion (nUmero
total de sesiones de DID) (F;2=30.06, p<0.001), pero no se observd un efecto del factor
sexo (hembras ymachos). De hecho, se observd un incremento significativo de la
concentracion de etanol en sangre, tanto en ratas hembras como en machos, en el DPN 52
en comparacion a los niveles obtenidos en el DPN 31 (**p<0.01).

Estos datos indicaron un grado de consumo moderado de alcohol al finalizar el

procedimiento de DID.

5.3.2. EFECTOS DEL CONSUMO MODERADO DE ALCOHOL DURANTE LA
ADOLESCENCIA SOBRE PARAMETROS BIOLOGICOS EN PLASMAE HIGADO

En primer lugar, se caracterizé el estado metabodlico de estos animales mediante una
valoracion en plasma de la concentracion de diferentes parametros relacionados con el
metabolismo energético y la toxicidad. Los parametros evaluados fueron:

m Glucosa

m Triglicéridos

m Colesterol y colesterol de alta densidad (HDL-C, del inglés High-density lipoprotein
colesterol)

m Urea y acido urico

m Creatinina

m Transaminasa glutamico oxalacética (GOT, del inglés Glutamate-oxaloacetate
transaminase)

m Transaminasa glutdmico piruvica (GPT, del inglés Glutamate-pyruvate transaminase)

m Gamma glutamil transpeptidasa (GGt, del inglés Gamma glutamyl transpeptidase)
Complementariamente a este andlisis plasmatico, se cuantificé el contenido de grasa
hepatica para evaluar el grado de dafio hepatico inducido por el patron de consumo.

Como se muestra en la Tabla 1, las exposiciones repetidas de DID durante la adolescencia
no afectaron a ninguno de los parametros bioquimicos analizados respecto a ratas control
expuestas a agua. Tampoco se observd cambios en el contenido de grasa hepatica entre

los diferentes grupos.
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i Hembras Machos
Parametro
Control Alcohol Control Alcohol
Glucosa (mg/dL) 165.13+8.64 159.88+7.88 174.88+6.00 167.28+3.82

Triglicéridos (mg/dL)

208.63+26.50

246.00+31.65

246.00+31.65

255.50£28.45

Colesterol (mg/dL) 88.6316.78 85.13+4.64 97.5046.93 95.75+4.73
HDL-C (mg/dL) 38.93+2.18 38.48+2.46 45.33£3.73 41.992.91
Urea (mg/dL) 54.61+2.41 52.16+3.46 54.74+2.53 58.107.12
Acido urico (mg/dL) | 2.54+0.19 2.56+0.16 2.38+0.20 2.22+0.16
Creatinina (mg/dL) 0.48+0.03 0.48+0.05 0.49+0.05 0.53+0.05

GOT (U/L) 339.88+34.46 285.64+19.88 262.18+22.93 287.38+12.63
GPT (U/L) 83.95+4.67 84.2946.49 93.34+7.83 88.07+2.64
GGt (U/L) 6.10+0.69 4.81+0.51 6.05+1.09 6.48+0.45
Grasa total hepatica

4.07+£0.12 3.94+0.14 4.05+0.13 3.77+0.14
(%)
Triglicéridos

0.94+0.08 0.91+0.07 0.89+0.07 0.87+0.06

hepaticos (%)

Tabla 1. Parametros bioldgicos en plasma e higado de ratas expuestas a repetidas sesiones de DID durante la
adolescencia. Los valores estan expresados como media £ EEM (n=8 animales porgrupo). Los nombres de los

parametros se definen en el texto.

5.3.3. EFECTOS DEL CONSUMO MODERADO DE ALCOHOL DURANTE LA
ADOLESCENCIA SOBRE LOS NIVELES DE ARNm DE PROTEINAS RELACIONADAS
SON EL SEC EN EL BAZO

El patron de consumo moderado de alcohol durante la adolescencia afect6 la expresion
génica de ciertos receptores de senales lipidicas derivadas de acidos grasos en el bazo de
ratas de ambos sexos. Para esta determinacion se seleccionaron los receptores
cannabinoides (CB; y CB,), el receptor nuclear PPAR-a y el receptor del acido

lisofosfatidico LPA; como principales dianas de transmisores lipidicos.

5.3.3.1. RECEPTORES CANNABINOIDES CB, Y CB.,
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Figura 2. Niveles de ARNm del los receptores CB1 (A) y CB2 (B) en el bazo de ratas expuestas a alcohol
durante la adolescencia yratas controles agrupadas porsexo.Los resultados se expresan como datos relativos
a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=8). Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias y
una prueba post-hoc de multiples comparaciones. (*) p<0.05 indica diferencias significativas frente a ratas

hembras del grupo control.

Como se observa en la Figura 2A, el ANOVA de dos vias mostré un efecto significativo del
factor exposicion a alcohol (F, ,;=4.459, p 0.044) sobre los niveles de ARNm del receptor
CB;. Asi, mientras se observd una disminucion significativa (*p<0.05) en la expresion
relativa de CB; en las hembras del grupo alcohol en comparacion a su grupo control, no
hubo cambios en las ratas machos.

Respecto a los niveles de ARNm del receptor CB, (Figura 2B), el ANOVA no mostré ningun
efecto significativo del factor exposicion a alcohol o del factor sexo. Sin embargo, cabe
destacar que analisis pareados por simples pruebas t de Student previas a la ANOVA
mostraron que las ratas machos del grupo control presentaban unos niveles de ARNm mas

bajos que las ratas hembras controles (*p<0.05).
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5.3.3.2. RECEPTORES NUCLEARES PPAR-a

Los niveles de ARNm del receptor nuclear PPAR-a fueron significativamente afectados por
el factor exposicion a alcohol (F125=9.354, p 0.005), que produjo una disminucion general
en ambos sexos (Figura 3). No obstante, el andlisis post-hoc revelé cambios significativos
solo en las ratas machos del grupo alcohol, con una disminucion significativa en
comparacion a machos controles (**p<0.01) y en comparacion al grupo de hembras del
grupo alcohol (+p<0.05).

No se observaron efectos por el factor sexo, ni interaccion exposicion a alcohol x sexo.

. PPAR-a 3 Control
2 151 mm Alcohol
k= —_—
o
o
£ 1.0
@®©
)
£ +
2z
% 0.5- **
q’ 1
T
7]
o
g
5 0.0
Hembras Machos

Figura 3. Niveles de ARNm del receptor nuclear PPAR-a en el bazo de ratas expuestas a alcohol durante la
adolescencia y ratas controles agrupadas por sexo. Los resultados se expresan como datos relativos a la
expresion del gen constitutivo (media £ EEM, n=8). Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias yuna
prueba post-hocde multiples comparaciones. (**) p<0.01 indica diferencias significativas frente a ratas machos

del grupo control. (+) p<0.05 indica diferencias significativas frente a ratas hembras del grupo alcohol.

5.3.3.3. RECEPTOR DEL ACIDO LISOFOSFATIDICO LPA,
A pesar de que el nivel del mensajero de este receptor parecia estar incrementado en las
ratas expuestas a alcohol, el ANOVA no mostré ningun efecto significativo o interaccion

entre los factores de analisis exposicion a alcohol y sexo (Figura 4).
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Figura 4. Niveles de ARNm del receptor LPA1 en el bazo de ratas expuestas a alcohol durante la adolescencia y
ratas controles agrupadas por sexo. Los resultados se expresan como datos relativos a la expresion del gen
constitutivo (media + EEM, n=8). Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias yuna prueba post-hoc

de multiples comparaciones.

5.34. EFECTOS DEL CONSUMO MODERADO DE ALCOHOL DURANTE LA
ADOLESCENCIA SOBRE LOS NIVELES DE ARNm DE PROTEINAS RELACIONADAS
CON EL SEC EN EL BAZO

El patron de consumo intermitente y moderado de alcohol durante la adolescencia también
alterd la expresion génica de algunas enzimas metabdlicas relacionadas con el SEC en el
bazo de ratas de ambos sexos. Para esta evaluacion se seleccionaron las enzimas
implicadas en la biosintesis de endocannabinoides y otros derivados lipidicos [N-acil-
fosfatidiletanolamina/fosfolipasa D (NAPE-PLD) y diacilglicerol lipasa subtipos a y B (DAGL-
a y DAGL-B)], enzimas de degradacién [amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH) y

monoacilglicerol lipasa (MGL)] y, finalmente, la translocasa de acidos grasos FAT/CD36.

5.3.4.1. ENZIMAS DE BIOSINTESIS NAPE-PLD Y DAGL-a/8
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Figura 5. Niveles de ARNm de las enzimas NAPE-PLD (A), DAGL-a (B) y DAGL-B (C) en el bazo de ratas
expuestas a alcohol durante la adolescencia yratas controles agrupadas por sexo. Los resultados se expresan
como datos relativos ala expresion del gen constitutivo (media £+ EEM, n=8). Los datos se analizaron mediante
ANOVA de dos vias y una prueba post-hoc de multiples comparaciones. (***) p<0.001 indica diferencias
significativas frente a ratas hembras del grupo control. (+++) p<0.001 indica diferencias significativas frente a

ratas hembras del grupo alcohol.

La Figura 5A muestra la expresion del ARNm de NAPE-PLD, enzima implicada en la
biosintesis de las aciletanolamidas (por ejemplo, el endocannabinoide anandamida). El
ANOVA de los niveles esplénicos de ARNm de NAPE-PLD reveld un efecto significativo por
la exposicion a alcohol (F425=20.13, p<0.001) y por el sexo (F12=19.10, p<0.001), ademas
de una interaccion significativa entre ambos factores (F4,3=22.34, p<0.001). En cuanto a las
comparaciones multiples, estas pruebas post-hoc senalaron un aumento significativo de los
niveles de ARNm en ratas hembras del grupo alcohol en comparacion a ratas hembras del
grupo control (***p<0.001). Sin embargo, las ratas machos del grupo alcohol tenian niveles
de ARNm similares a las ratas controles, y consecuentemente, inferiores a ratas hembras
del grupo alcohol (+++p<0.001).

Las enzimas DAGL-a y DAGL-B participan en la sintesis del monoglicérido 2-AG y sus
niveles de ARNm estan representados en las Figuras 5B y 5C, respectivamente. Mientras

que el andlisis estadistico no mostré ningun efecto de los factores evaluados sobre el nivel
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de ARNm de DGL-qa, si que observamos un efecto significativo de la exposicion a alcohol
(F128=5.656, p 0.024) sobre la expresion de ARNm de DGL-B, aunque el incremento
observado en los niveles del mensajero en ratas del grupo alcohol no fue estadisticamente
significativo en comparaciones pareadas post-hoc con sus respectivas ratas hembras y

machos controles.

5.3.4.2. ENZIMAS DE DEGRADACION FAAH Y MGL

A) B) 3 Control
FAAH MGL mm Alcohol
1.51 1.57
_ E _
£s z 2
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Figura 6. Niveles de ARNm de las enzimas FAAH (A) y MGL (B) en el bazo de ratas expuestas a alcohol
durante la adolescencia yratas controles agrupadas por sexo. Los resultados se expresan como datos relativos

a la expresion del gen constitutivo (media + EEM, n=8). Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias y

una prueba post-hoc de multiples comparaciones.

Los niveles de ARNm de las enzimas de degradacion no se vieron afectados por ninguno de

los factores (exposicion a alcohol o sexo) (Figura 6).

5.3.4.3. TRANSLOCASA DE ACIDOS GRASOS FAT/CD36
Similar a los resultados obtenidos para FAAH y MGL, el ANOVA de los niveles de ARNm de
la translocasa FAT/CD36 no mostré ningun efecto significativo de la exposiciéon a alcohol o

sexo. Tampoco hubo interaccion. (Figura 7).
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Figura 7. Niveles de ARNm de FAT/CD36 en el bazo de ratas expuestas a alcohol durante la adolescencia y
ratas controles agrupadas por sexo. Los resultados se expresan como datos relativos a la expresién del gen
constitutivo (media + EEM, n=8). Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias yuna prueba post-hoc

de multiples comparaciones.

5.3.5. EFECTOS DEL CONSUMO MODERADO DE ALCOHOL DURANTE LA
ADOLESCENCIA SOBRE LA CONCENTRACION DE QUEMOQUINAS Y CITOQUINAS
EN PLASMA

Complementario a la expresion de ARNm de proteinas relacionadas con el SEC y otros
sistemas de senalizacion lipidicos, en este estudio se evalué las concentraciones
circulantes de quemoquinas (CCL2 y CX;CL1) y citoquinas (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10) por
su vinculacioén con procesos inflamatorios.

5.3.5.1 QUEMOAQUINAS CCL2 Y CX,CL1

Como muestra la Figura 8A, el ANOVA de dos vias indicé que no existia un efecto principal
de la exposicion a alcohol o el sexo sobre la concentracion plasmatica de CCL2. Por el
contrario, la concentracion de CX;CL1 (Figura 8B) se vio significativamente afectada por el
factor sexo (F125=14.19, p<0.001), resultando significativamente mas baja en las ratas
machos en comparacién a las hembras en sus respectivos grupos alcohol y control
(+p<0.05).
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Figura 8. Niveles circulantes de las quemoquinas CCL2 (A) y CX3CL1 (B) en ratas expuestas a alcohol durante
la adolescencia yratas controles agrupadas porsexo. Los resultados se expresan en pg/ml (media + EEM, n=8).
Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias yuna prueba post-hoc de multiples comparaciones. (+)

p<0.05 indica diferencias significativas frente a ratas hembras en sus respectivos grupos alcohol y control.

5.3.5.2 CITOQUINAS TNF-a, IL-1B, IL-6 Y IL-10
La Figura 9 muestra el efecto sobre las concentraciones de citoquinas pro y anti-

inflamatorias en el plasma.
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Figura 9. Concentracion en plasma de las citoquinas TNF-a (A), IL-1B (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) en ratas
expuestas a alcohol durante la adolescencia yratas controles agrupadas por sexo. Los resultados se expresan
en pg/ml (media £ EEM, n=8). Los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias yuna prueba post-hoc de

multiples comparaciones.(***) p<0.001 indica diferencias significativas frente a ratas hembras del grupo control.
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Las concentraciones plasmaticas de TNF-a aparecen en la Figura 9A. El analisis
estadistico reveld un efecto significativo de la exposicion a alcohol (F+2s=19.99, p<0.001) y
sexo (F125=11.83, p 0.002) sobre TNF-a; ademas, también hubo una interaccion entre
ambos factores (F12=15.22, p<0.001). Atendiendo al analisis post-hoc, la concentracion de
TNFa en las ratas hembras del grupo alcohol fue significativamente mas baja respecto a su
grupo control (***p<0.001), pero no se observé diferencias entre los machos de los grupos
control y alcohol. No obstante, las ratas machos del grupo control presentaron
concentraciones de TNF-a mas bajas que las hembras del grupo control (***p<0.001).

Las concentraciones de IL-18 no se vieron afectadas por la exposicion a alcohol o por el
sexo (Figura 9B) segun el correspondiente ANOVA. De hecho, aunque estas
concentraciones eran mas elevadas en hembras, estas diferencias no llegaron a ser
significativas, incluso tras evaluarlas mediante analisis pareados por pruebas tde Student.
En el caso de IL6 (Figura 9C), observamos un efecto significativo de la exposiciéon a alcohol
(F120=14.32, p 0.002) y del sexo (F120=11.90, p 0.004) sobre las concentraciones de IL-6.
También se detectd una interaccion entre ambos factores (F420=13.15, p=0.003). Similar a
TNF-a, la concentracion de IL6 se encontré disminuida en las ratas hembras del grupo
alcohol en comparacion con su grupo control (***p<0.001), pero no se observo diferencias
entre los machos de los grupos control y alcohol. No obstante, las ratas machos del grupo
control mostraron concentraciones de IL-6 menores a las determinadas en hembras del
grupo control (***p<0.001).

Finalmente, las concentraciones plasmaticas de la citoquina antiinflamatoria IL-10 no se

vieron afectadas por los factores exposicion a alcohol o por el sexo (Figura 9D).
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Los resultados de la presente Tesis Doctoral indican claramente que el SEC enddégeno
periférico, asi como los sistemas de transmisién lipidica de NAEs y acido lisofosfatidico, se
ven alterados por la exposicidén a alcohol. Los cambios observados son dependientes
claramente del 6rgano estudiado y de la dosis/patrén de uso. Tanto en los modelos de auto-
administracion como en los de consumo en atracon o "binge", los efectos observados fueron
mayores cuanto mayor fue la cantidad total de alcohol administrada, siendo mucho mas
intensos en los modelos en los que se alcanzan mayores concentraciones de alcohol en
sangre (caso de la exposicion a 8 sesiones de consumo en atracon). Sin embargo, y como
demuestra el modelo de exposicién adolescente a cantidades moderadas de alcohol, si la
exposicion ocurre en un periodo critico del desarrollo como es la adolescencia, cantidades
menores de alcohol pueden producir efectos de larga duracion. Este hecho es importante
dado que aunque se es consciente de los dafos que la exposicion al alcohol ejerce durante
el desarrollo fetal del SNC, aun a bajas dosis (Sindrome del espectro del alcohol fetal,
[Murawski et al., 2015]) no se ha dado suficiente importancia al hecho de que otros
sistemas, como el sistema inmunolégico, fueran también sensible a cantidades moderadas
de alcohol administradas durante la adolescencia. Es importante destacar este hecho para
establecer futuros estudios que aborden el problema de la exposicién adolescente, desde
edades tempranas, al alcohol, un fendbmeno muy frecuente segun las encuestas escolares
publicadas en nuestro pais (Estudio ESTUDES, 2012), y que no es solo privativo del
alcohol, sino de otras drogas ilegales asociadas al mismo como el cannabis (Viveros et al.,
2012).

Aunque en esta tesis no se ha estudiado el impacto funcional de esta modulacion sobre el
organismo, es de esperar que su alteracion repercuta en el normal funcionamiento de los
organos en los que estos sistemas de lipidos transmisores actuan. Los cambios en el SEC
del bazo, asi como en las citoquinas circulantes tras la exposicion adolescente al alcohol
pueden ser un ejemplo de ello, habida cuenta de las relaciones existentes entre estos
sistemas y que se han puesto de manifiesto en estudios en humanos (Pedraz et al., 2015).
Los tres modelos utilizados nos proporcionan una informacion muy valiosa sobre cémo
estos sistemas de transmision lipidica se ven afectados. Es de destacar que son modelos
muy diferentes y que abordan problemas muy diversos. Mientras el primer modelo estudia
las diferencias individuales derivadas del proceso de auto-administracion voluntaria de
alcohol, el segundo aborda el efecto de intoxicaciones forzadas repetidas a dosis que
producen embriaguez y claros efectos toxicos. Ambos modelos sirven para abordar el hecho
diferencial de los patrones de uso observados en humanos, los de consumo crénico diario y
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el de atracones en fin de semana. El tercer modelo se incorporé para estudiar las
consecuencias a largo plazo de la exposicion adolescente, abordando el andlisis mucho
tiempo después de la ultima administracion. Se han elegido estos tres modelos
precisamente para mostrar como las acciones del alcohol sobre estos sistemas de
transmision lipidica se ven influidos por el alcohol utilizado en tiempos y patrones muy

diversos.

6.1. ESTUDIO I: EFECTOS DE LA AUTO-ADMINISTRACION OPERANTE DE ALCOHOL
En este estudio se abordo el efecto de la auto-administracion durante 107 dias de alcohol o
sacarina. Se utilizaron 42 animales que se auto-administraban sacarina y 67 que se auto-
administraban alcohol. Los estudios se abordaron en dos fases, en una primera se analizé
la expresion de los genes relacionados con el SEC en el higado y el intestino de todos los
animales, y posteriormente se seleccionaron los 20 con fenotipos extremos en auto-
administacion de alcohol (baja y alta autoadministracion) y se compararon con los fenotipos
medios de sacarina (20 animales mas cercanos a la media).

6.1.1. CORRELACION ENTRE INGESTA DE ALCOHOL Y EXPRESION DE GENES DEL
SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

Esta aproximacion nos ha permitido identificar la existencia de correlaciones entre la
conducta de auto-administraciéon y los niveles de expresion de estos genes. Estas
correlaciones marcan claramente los genes cuyos efectos en relacion con el alcohol son
dosis dependientes. Los resultados muestran un patréon sorprendente, en el que la auto-
administracion induce claramente una inhibicidon dosis dependiente de la expresion del
ARNm de los receptores CB,, LPA; y PPAR-a en el higado, asi como de las enzimas de
sintesis DGAL-a y de degradaciéon MGL y especialmente FAAH, que es la que presenta
efectos mas llamativos. Este patrén es opuesto al que se observa en intestino, donde todos
los efectos son activadores, destacando la aparicién de nuevo de los genes FAAH y LPA,,
pero con un sentido activador de la expresion del ARNm. Es muy llamativo el hecho de que
la FAAH aparezca como gen cannabinoide principal, dado que es el que mas se ha
vinculado al alcoholismo en humanos, modelos de exposicién/abuso en roedores o0 modelos
de preferencia genética (Hoenicka et al., 2007; Hansson et al., 2007; Cippitelli et al., 2008).
El receptor LPA; se ha vinculado recientemente en nuestro laboratorio a un fenotipo de
preferencia alcohdlica (Serrano et al., en revision editorial). Asi, un bloqueante del receptor
LPA; administrado a ratas o ratones normales incrementa el consumo voluntario de alcohol
en un test de preferencia de dos botellas ("two bottle-choice") (Ver Figura 1).
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Figura 1. Consumo de alcohol de ratones (A) y ratas (B) tratados con diferentes dosis del inhibidor de LPA/

Ki16425.

Este mismo fenotipo aparece en los animales con una deleccion selectiva del gen
codificante para este receptor. No existen datos sobre el papel de los lisofosfolipidos en el
alcoholismo en humanos, pero si en roedores, en los que la dieta alcohdlica modifico la
composicion de lisofosfolipidos en el suero e higado de ratones expuestos a esta droga
(Zhao et al., 2011). Los presentes resultados indican que estos compuestos y el receptor
LPA; juegan algun papel en la ingesta de alcohol cuyo estudio deberia ser acometido.
Llama mucho la atencion que la cantidad de auto-administracion de sacarina esté
relacionada con la expresion de algunos genes en higado e intestino, fundamentalmente el
receptor CB,, lo que podria indicar un papel de este receptor en el control de la ingesta de
dulce. De hecho, en el intestino existe una expresiéon importante de receptores de dulce que
esta involucrada en la regulacion metabdlica (Meyer-Gerspach et al., 2011) y recientemente
se ha demostrado que los endocannabinoides pueden promover un incremento en la
percepcion del sabor dulce a través de la modulacion de la funcidon de estos receptores de
dulce (Yoshida et al., 2010).

Una vez establecida la existencia de estas correlaciones, se procedié al analisis de los
fenotipos extremos. Para ello se seleccionaron 20 animales por grupo, que presentaban una

ingesta baja de alcohol (34,7 £ 7 palancadas en las cajas operantes), o una ingesta elevada
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(79,2 £ 8 palancadas), y se compararon con animales con consumo promedio de sacarina
(65,8 £ 6 palancadas). Esto permite seleccionar fenotipos extremos y reducir el niumero de
Western blots a realizar.

6.1.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE ARNm Y PROTEINAS EN EL HiGADO DE
ANIMALES CON FENOTIPOS EXTREMOS DE AUTO-ADMINISTRACION

Cuando se compara la expresion en el higado de los genes relacionados con el SEC en los
animales de baja tasa de auto-administracion con respecto a los de alta tasa llama la
atencion que los efectos observados son en su mayoria inhibitorios y aparecen en el grupo
de alta tasa de auto-administracién. Los efectos mas llamativos aparecen en los receptores
CB, y PPAR-a , en la enzima de sintesis DAGL-a y en las de degradaciéon FAAH y MGL.
Cuando se compara la expresion de la proteina con la expresidén génica, solo se observo
una disminucion de la NAPE-PLD. No se pudo medir la expresién del CB, por razones
técnicas derivadas de la dificultad de encontrar anticuerpos con un marcaje selectivo para
CB.. En general los efectos observados son moderados en el higado y aunque los estudios
de fenotipos extremos de auto-administracion confirman las tendencias encontradas en los
estudios de correlacion, la repercusion sobre las proteinas no es tan intensa. Esto puede
deberse a varios factores. El primero es que pese al largo periodo de mas de 100 dias de
sesiones de acceso al alcohol, estas fueron muy limitadas en el tiempo (generalmente un
animal bebe toda la cantidad de alcohol de la sesion en los primeros 20 minutos), y nunca
se alcanzan los niveles que se logran en una intoxicacién forzada o en un consumo
continuo mediante acceso a una dieta liquida o al acceso a dos botellas. En segundo lugar,
el largo tiempo entre sesiones, ademas, permite un metabolismo total del alcohol y una
recuperacion funcional del organismo.

Los datos mas llamativos, sin embargo, son los efectos sobre los receptores CB, y PPAR-a
de caracter inhibitorio, y que estan en sintonia con los que se describen en los otros
modelos, e incluso en el intestino para el PPAR-a. En el caso del receptor CB, este
receptor que esta presente fundamentalmente en macréfagos residentes en el higado y en
las células estrelladas se ha vinculado a la fibrosis y a la angiogénesis por su capacidad
para producir una modulaciéon de la proliferacion de estas células (Mufioz-Luque et al.,
2008; Siegmund et al., 2007; Mahmoud et al., 2014). Su inhibicién podria significar un
primer estadio de enfermedad hepatica ya que la fibrosis que acompafia a la esteatosis son
dos de las caracteristicas de la enfermedad alcohdlica hepatica. Esto se asociaria a la
inhibicion del receptor PPAR-a, un factor nuclear que regula las vias oxidativas y de
lipogénesis hepdatica, facilitando la exportacion de la grasa hepatica en forma de
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lipoproteinas VLDL y promoviendo la oxidacion de acidos grasos en peroxisomas (Nan et
al., 2014). Su inhibicidon supondria un bloqueo de la oxidacion y de la exportacion de grasas
favoreciendo la esteatosis. Aunque los resultados atafien solo a la expresion de genes, sin
embargo cuadran con los primeros estadios de las acciones téxicas del alcohol descritas en
el higado. Por otro lado, el hallazgo de que la enzima NAPE-PLD esta reducida en su
expresion proteica apoyaria estos datos, dado que tanto la AEA como la OEA, productos de
su actividad, son activadores del receptor CB, y la OEA el ligando natural del receptor
PPAR-a, lo que llevaria a un escenario en el que el higado seria deficitario de sefal
endocannabinoide protectora facilitando el desarrollo de esteatosis y fibrosis. Esta hipétesis
tiene que confirmarse mediante el analisis de produccion de endocannabinoides hepaticos
en el higado de estos animales que se auto-administran alcohol. No tenemos datos
plasmaticos de endoncannabinoides en la sangre portal de animales que se auto-
administran durante largos periodos de tiempo, pero estudios previos demuestran que el
efecto agudo del alcohol es una induccién en el intestino y el higado de las tres NAEs (AEA,
OEA y PEA, Ferrer et al., 2007), por lo que seria plausible encontrar una disminucion de la
produccion de las mismas y una desensibilizacion de sus receptores con la administracion
cronica prolongada.

6.1.3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE RNAm Y PROTEINAS EN EL INTESTINO DE
ANIMALES CON FENOTIPOS EXTREMOS DE AUTO-ADMINISTRACION

En el caso del intestino, como hemos dicho, los efectos sobre expresion génica fueron
opuestos, salvo en el caso de la enzima de degradacion de 2-AG, la MGL. En ausencia de
datos sobre las acciones del alcohol autoadministrado sobre la produccion de lipidos
bioactivos solo podemos especular con lo que puede estar pasando en el intestino. Se ha
descrito que el alcohol incremental los niveles de OEA en intestino, un lipido bioactivo que
regula el consumo de comida y de alcohol (Rodriguez de Fonseca et al., 2001; Bilbao et al.,
2015). La exposicion aguda a cantiades intoxicantes de alcohol induce la produccion de
AEA y PEA también, aunque no hay sobre los niveles en sangre portal, sino sistémica

(Ferrer et al., 2007). (Ver Figura 2).

109



Discusion

Intestino delgado Higado
800 - 150 -
= 600 T * _— *%
2 B 100 -
[ °
§ 400 4 £
g <
o u 50
© 200 - I ° "
0 T (] r
0 45 90 240 0 45 90 240
Tiempo (min) Tiempo (min)
Intestino delgado Higado
400 30 -
__ 300 A M s
%’ ‘E 20 1
E. 200 o s
< <
E g 10
100
0 - 0 -
0 45 90 240 0 45 20 240
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 2. Niveles de OEA y AEA en el intestino delgado e higado en ratas tras la administracién aguda de 4 g/kg

de etanol (i.p.).

Dado que las NAEs intestinales pueden activar los terminales libres que inervan la mucosa
intestinal, regulando los procesos de hambre, saciedad, y apetitos selectivos por alimentos
caldricos incluyendo la grasa, es muy posible que los cambios obervados, de correlaciéon
directa positiva entre los niveles de expresion y de auto-administracion de alcohol reflejen la
existencia de cambios adaptativos en estos mecanismos de control de consumo, en este
caso de alcohol (Gomez et al., 2002; Schwartz et al., 2008). Especulando sobre el sentido
de estos cambios podria ser que las asociaciones observadas estén relacionadas
directamente con la tasa de consumo y sean secundarias al fenotipo preferente por alcohol,
0 que los cambios enddgenos pre-existentes en el SEC de los animales que se auto-
administran determinen la alta tasa de auto-administracion. Los estudios de expresion
proteica que se han podido realizar sélo indican una marcada reduccion del receptor PPAR -
a, que podria determinar un mayor consumo al ser la diana de la OEA que reduce el

consumo del alcohol, y de la FAAH, que permititia un incremento de la biodisponibilidad de
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anadamida y de OEA. Dado que el balance entre ambas determinaria el consumo, se puede
especular que la reduccion de PPAR-a y la no afectacién de los receptores CB; que
estimulan ingesta, indicaria un balance favorable hacia una mayor ingesta de alcohol. Esta
hipotesis necesita ser demostrada, dado que desconocemos que niveles de
encodannabinoides intestinales se pueden medir en animales que se auto-administran
alcohol durante tanto tiempo. Es muy llamativa la emergencia del receptor de
lisofosfolipidos LPA;, que se observa sélo en los animales con alta tasa de auto-
administracion. La vinculacion del receptor LPA; con el consumo de alcohol ha sido
demostrada por nuestro equipo de investigacion, y la reduccion del receptor LPA; en los
animales que se auto-administran mas alcohol estd de acuerdo con el fenotipo de
aceptacion del alcohol observado en animales carentes de este receptor (Castilla-Ortega et

al., estudio remitido para su publicacion, 2015), ver Figura 1.

6.2. ESTUDIO Il: EFECTOS DEL CONSUMO EN ATRACON DEL ALCOHOL SOBRE EL
SISTEMA ENDOCANNABINOIDE PERIFERICO

En este estudio se analizaron los efectos de exposiciones intensivas (1, 4 u 8 exposiciones)
a alcohol en un modelo que remeda los atracones del patrén intermitente abusivo de esta
droga, frecuente en nuestro medio, en especial en los adolescentes. En general los efectos
son en su mayoria inhibitorios y se observan en el higado, mientras que en el intestino los
efectos son sorprendentemente mucho menores, con la Unica excepcion del receptor
PPAR-a, que se ve inhibido. Las acciones en el higado son claramente dosis dependientes
(mayor cuanto mayor es el nUmero de exposiciones en atracon). En general, podemos decir
que el alcohol afecta profundamente a la expresion de los ARNm del SEC que se ve
inhibido en todos sus componentes.

6.2.1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE ARNm Y PROTEINAS EN EL HiIGADO DE
ANIMALES EXPUESTOS INTENSIVAMENTE A ALCOHOL EN UN MODELO DE
ATRACON O BINGE

Las acciones observadas del alcohol, como hemos dicho, son profundamente inhibitorias en
lo que atafie a la expresién de estos genes, siendo la dosis mas efectiva la de cuatro
exposiciones, lo que puede indicar el desarrollo de cierta tolerancia (el grupo de 8
exposiciones en atracon muestra la recuperacion en la expresion de algunos genes, lo que
apoyaria esta hipotesis). No creemos que las acciones observadas sean inespecificas, dado
gue en otro 6rgano, el intestino, el alcohol no afecté a su expresion, por lo cual no de puede
argumentar un efecto indiscriminado de reduccién de los procesos transcripcionales
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inducidos por las altas concentraciones de alcohol. Como hemos dicho antes la caida de la
expresion de los genes del SEC puede ser un indicador de comienzo de los cambios
metabdlicos e inflamatorios que se producen con el consumo abusivo del alcohol, y que van
en sentido opuesto a la activacién que se observa tras una unica exposicion (Ferrer et al.,
2007; Bilbao et al., 2015). En ausencia de datos sobre endocannabinoides circulantes tras 4
y ocho exposicioibes sélo podemos especular. Pero si como es de esperar, la induccién
aguda de endocannabinoides por la exposicion aguda al alcohol se sigue de una dramatica
reduccioén en la formacion de AEA y de PEA, seria posible especular con un escenario en el
que la caida de estos mediadores facilitase la puesta en marcha de los procesos
inflamatorios, pro-fibrosis y de desajuste metabdlico que caracterizan a la hepatopatia
alcohdlica. El estudio de la histologia de estos higados, asi como los de la expresion de las
rutas inflamatorias, de fibrosis, y de lipogénesis nos dara la informacién necesaria para
confirmar esta hipétesis. Estos estudios estan en marcha en la actualidad y no se han
incluido en esta Tesis Doctoral que se ha centrado basicamente en la expresion de los
genes cannabinoides. En la expresion proteica, el unico dato es la induccion de una mayor
cantidad de la proteina MGL, la principal degradadora de 2-AG. Sin embargo, pese a no
haber cambios en la proteina hay que ser cautos dado que al no tener datos de la actividad
enzimatica podemos tener inmuno-reactividad en proteina inactivada, cuyo ciclo de vida y
degradacion es mas largo que el de los ARNm. Esto es especialmente relevante si
consideramos que las proteinas del SEC, al ser este un sistema de transmision lipidica, son
proteinas integrales de la membrana y por tanto puede haber inmunoreactividad en un
contexto de no funcionalidad (secuestro en vesiculas, distribucion hacia lisosomas, etc.).
6.2.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE ARNm Y PROTEINAS EN EL INTESTINO DE
ANIMALES EXPUESTOS INTENSIVAMENTE A ALCOHOL EN UN MODELO DE
ATRACON

Sorprendentemente los cambios observados en la expresién de los ARNm son minimos y
solo se observan como tendencias en los receptores CB, y en la MGL. Este hecho es
sorprendente, dada la intensidad de los cambios observados en el higado, e indica una
selectividad de las acciones del alcohol sobre el SEC que depende del 6rgano estudiado.
En la expresién proteica sélo se observa una notable incremento de la expresién de CB,,
que podria estar relacionado con fendmenos inflamatorios intestinales o la activaciéon del
compartimento inmunoldgico ubicado en los foliculos linfoides distribuidos por todo el
intestino, dado que los linfocitos expresan este receptor en el que fue identificado por
primera vez en 1993 (Munro et al.,, 1993). De hecho, en humanos y en modelos de
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enfermedad inflamatoria intestinal, el receptor CB, suele encontrarse incrementado cuando
se instaura el proceso inflamatorio (Battista et al., 2013; Di Sabatino et al., 2011; Marquez et
al., 2009; Suarez et al., 2012). El significado de este incremento de CB, en el intestino de
ratas alcohdlicas fuera del contexto inflamatorio es dificil de intuir dado que no se han
descrito otras acciones para este receptor intestinal fuera de los procesos de inflamacion en
contexto de enfermedad, con la excepcion de un papel modulador en peristalsis (Grider et
al., 2009).

6.3. ESTUDIO Ill: EFECTOS DEL CONSUMO MODERADO DE ALCOHOL EN LA
ADOLESCENCIA SOBRE EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE PERIFERICO

Varios hallazgos destacan en este estudio en el que utilizé un procedimiento de exposicién
intermitente al alcohol durante la adolescencia (DID). En primer lugar, este modelo no
induce cambios metabdlicos en el higado, ni produce higado graso, como se refleja en los
parametros bioquimicos medidos en el plasma de los animales. Hay que recordar que estos
cambios si se observan en modelos de exposicion intensiva, como los del estudio I, en los
que los niveles de alcohol en sangre pueden llegar a ser 3-4 veces superiores a la media
observada en estos animales de experimentacion durante la fase de consumo. De hecho, el
protocolo usado de exposicion intermitente (Crabbe et al., 2009) durante cuatro dias por
semana a lo largo de 4 semanas aunque indujo valores crecientes de alcohol circulante
nunca supero los of 80 mg/dL que se alcanzan en los consumos intensivos en atracon, y
que se utiliza para marcar el limite entre el consumo moderado y problematico (NIAA, 2004)
En segundo lugar, este patrén de exposicion moderada al alcohol induce efectos a largo
plazo en la expresion de los ARNm de los genes relacionados con el SEC en el bazo, tanto
en sus receptores como en las enzimas involucradas en su produccién y degradacion.
Ademas, estos cambios, que son dimorficos sexuales con una mayor afectacion en las
hembras, se asocian a alteraciones en los niveles circulantes de de quemoquinas (CX;CL1)
y de las citoquinas TNF-a and IL-6. Este hecho indica que el alcohol induce cambios con
repercusion funcional a largo plazo y en los que el factor sexo influye de manera decisiva,
algo que no se suele tener en cuenta en los estudios sobre alcoholismo, fuertemente
sesgados hacia los estudios en varones.

6.3.1. REPERCUSION METABOLICA EN EL HIGADO DE LA EXPOSICION
INTERMITENTE AALCOHOL DURANTE LA ADOLESCENCIA

Uno de los principales problemas del alcoholismo es la induccion de hepatopatia grasa
alcohdlica, el primer paso hacia la aparicién de esteatohepatitis y cirrosis, la principal
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complicacién sistémica del alcoholismo. No existen apenas estudios en los que se aborde si
el protocolo de DID induce esteatosis (D’Souza et al., 2010). Nuestros resultados indican
claramente que el protocolo de administracion no produjo incrementos en la cantidad de
grasa hepdtica, ni en el contenido de ftriglicéridos, ni en los valores de transaminasas
circulantes, lo que indica que no se ha producido dafo hepéatico que permanezca dos
semanas después de la ultima exposicion al alcohol. Una vez descartados el dafo hepatico
y Su repercusion sistémica, nos centramos en el estudio del bazo, un érgano periférico del
sistema inmunoldgico, con rica presencia en elementos del SEC. Descartar la enfermedad
hepatica era esencial para poder relacionar los cambios en este SEC con los parametros
inmunolégicos afectados por la exposicién al alcohol.

6.3.2. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA CANNABINOIDE ESPLENICO DERIVADOS DE
LA EXPOSICION INTERMITENTE AL ALCOHOL EN MACHOS Y HEMBRAS
ADOLESCENTES

El SEC se ha estudiado ampliamente en el cerebro de animales expuestos al alcohol, en
especial en cepas que presentan preferencia alcohdlica y en animales con delecciones
selectivas de genes relacionados con el SEC (Serrano y Parsons, 2011). Existen también
varios estudios que abordan las acciones del alcohol sobre el SEC hepatico, en los que se
ha descrito como el alcohol altera la funcién de este sistema, participando en la aparicion de
higado graso posiblemente a través de la induccién de su actividad a través de incrementos
tanto en la produccidon de endocannabinoides como en la actividad del receptor
cannabinoide CB; (Jeong et al., 2008; Tam et al., 2011). Sin embargo, como hemos visto,
faltan estudios en los que se aborden las acciones del alcohol en otros 6rganos con una
fuerte presencia de este sistema, como el intestino y el bazo. En este estudio nos hemos
centrado en este organo inmunolégico. Los resultados indican que la exposicion
adolescente al alcohol produce cambios a largo plazo en la expresion del ARNm de los
receptores CB; y PPAR-a, que en términos generales se reduce, incrementando la
expresion de las enzimas productoras de amidas de acidos grasos NAPE-PLD y de
acilgliceroles DGL-B en el bazo. Estos efectos fueron presentaron un claro dimorfismo
sexual. Asi, mientras los cambios en el ARNm del CB; y la NAPE-PLD, de sentidos
opuestos, se obsevaron sdlo en hembras, los cambios en el ARNm del receptor PPAR-a se
observaron so6lo en machos. Los cambios observados sugieren que el alcohol induce un
tono cannabinoide elevado en las hembras (incremento en la enzima de produccién y una
posible desensibilizacion del receptor CB,). Esta hipétesis casa con lo publicado en la
literatura sobre el incremento de actividad cannabinoide tras la administracién cronica de
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alcohol en cerebro (Caille et al., 2007; Alvarez-Jaimes et al., 2009). Sin embargo, la
posibilidad de que se hayan reducido el numero de receptores y su funcionalidad no puede
confirmarse soélo con la reduccion de la expresion del ARNm del receptor, por lo que habria
que abordar estudios de actividad y numero de estos receptores. En este sentido, un
estudio previo en rata demostré que la expresion en el hipocampo del ARNm del receptor
CB; dos dias después de la exposicion intermitente al alcohol indujo se habia reducido,
revirtiéndose 40 dias después de la ultima administracion (Mitrirattanakul et al., 2007).
Adicionalmente, nuestro grupo de investigacion encontré que la exposicion continua durante
dos semanas a una dieta liquida suplementada con un 10% de alcohol en la edad adulta
produjo un incremento en la expresion de la NAPE-PLD, lo que coincide con los hallazgos
del estudio en adolescentes. Ademas, la exposicion intermitente al alcohol durante 5 dias
por semana, a lo largo de tres semanas, también redujo la expresion del receptor CB; en la
amigdala a las 6 horas después de la ultima administracion de alcohol (Serrano et al.,
2011).
No existen, sin embargo, otros estudios similares en bazo, pese a tener una marcada
expresion de receptores cannabinoides (Munro et al., 1993). Los unicos estudios
adicionales se han hecho en lineas celulares, fundamentalmente neuroblastoma humanos,
en los que el cultivo con alcohol demuestra un incremento claro de la actividad de la NAPE-
PLD a raiz de la exposiciéon a alcohol (100 mM) durante 72 horas (Basavarajappa y
Hungund, 1999).
Aunque los cambios que hemos observado, por tanto, coinciden con los descritos para otros
modelos de exposicion a alcohol (en particular los de CB; y NAPE-PLD), hay que destacar
que todos los estudios a los que nos hemos referido se han realizado en machos, y no hay
apenas datos en hembras en lo que atarie al SEC periférico. Varias lineas experimentales si
han identificado la existencia de dimorfismos sexuales en el SEC en el cerebro ( Craft et al.,
2013; Rubino et al., 2011; Viveros et al., 2012). Estudios realizados mediante gonadectomia
y reemplazo hormonal demostraron hace ya veinte afios que los receptores cannabinoides
CB, estaban sujetos al control de las hormonas sexuales esteroideas (Rodriguez de
Fonseca et al., 1993). Hasta que punto el alcohol interfiere con esta sefializacién hormonal
se desconoce, pero la presencia de efectos dimoérficos sexuales indica que es un factor muy
importante en la comprension de la fisiopatologia del alcoholismo.
6.3.3. EFECTOS DE LA EXPOSICION INTERMITENTE AL ALCOHOL EN LA
ADOLESCENCIA EN LOS MEDIADORES INMUNOLOGICOS PLASMATICOS
CIRCULANTES
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En el presente estudio se abordd la medicion de las concentraciones plasmaticas de
mediadores inflamatorios de las familias de las citoquinas y las quemoquinas pro-
inflamatorias, cuyo papel en el alcoholismo y la adiccion a drogas ha sido propuesto
recientemente (Araos et al., 2015; Pascual et al., 2015). Los principales hallazgos indican
que las hembras exhiben mayores concentraciones que los machos en citoquinas y
gquemoquinas pro-inflamatorias. Las concentraciones encontradas de CX;CL1 y TNF-a
fueron mas bajas en los machos que en las hembras. Existen evidencias crecientes de que
las citoquinas y quemoquinas presentan un fuerte dimorfismo sexual en sus
concentraciones y que pueden verse afectadas por las fluctuaciones hormonales (Kovacs et
al., 2002). De hecho, un estudio reciente en nuestro laboratorio demostro la existencia de
estas diferencias sexuales en el perfil de citoquinas y quemoquinas en pacientes adictos a
cocaina (Pedraz et al., 2015), estudios que se habian realizado previamente en el liquido
cefalorraquideo de pacientes adictos (Coller et al., 2012). En general, lo que observamos es
que la exposiciéon adolescente al alcohol reduce las diferencias sexuales, disminuyendo los
niveles plasmaticos de TNF-a e IL-6 lo que sugiere que durante la adolescencia, la
presencia de alcohol ejerce un efecto inhibitorio sobre las diferencias sexuales normales en
estos mediadores cuyas consecuencias no se han estudiado pero que deberian
considerarse para entender los efectos diferenciales del alcohol en hombres y mujeres.
Respecto al mecanismo inhibitorio, de nuevo todos los estudios en los que se ha descrito un
efecto reductor de la expresion de los niveles de ARNm de las citoquinas pro-inflamatorias y
de las quemoquinas en el bazo han sido realizados en machos, sin ningun dato en
hembras. Asi, Liu et al. (2011) describieron que en ratas macho expuestas a consumo en
atracén de alcohol mostraron una reduccién en la expresion esplénica de los ARNm de
citoquinas y quemoquinas, incluyendo IL-1(3, IL.-6 y CCL2.

6.3.4. RELACION ENTRE LOS MEDIADORES INMUNOLOGICOS CIRCULANTES Y
SISTEMA CANNABINOIDE ENDOGENO EN EL BAZO

Los endocannabinoides son moléculas con impotantes propiedades anti-inflamatorias e
inmunosupresoras. La activacién de los receptores cannabinoides CB, y CB, inhibe la
produccion de citoquinas/quemoquinas pro-inflamatorias e incrementa la de citoquinas anti-
inflamatorias (Correa et al., 2010; Pandey et al., 2009). En nuestro estudio, la disminucion
del los niveles del ARNm del receptor CB; y el incremento en los niveles del ARNm de la
NAPE-PLD observados en el bazo de las hembras expuestas al alcohol serian compatibles
con una respuesta anti-inflamatoria puesta en marcha para contrarrestar las acciones pro-
inflamatorias del alcohol. El potencial incremento en AEA, OEA y PEA conducirian a una
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inhibicién de las concentraciones plasmaticas de TNF-a e IL-6. Esta hipétesis estaria de
acuerdo con estudios precios realizados in vitro en astrocitos en los que el incremento en el
tono endocannabinoide reduce la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias (Facchinetti et
al., 2003; Ortega-Gutierrez et al., 2005).

En resumen, la exposicién intermitente al alcohol durante la adolescencia es suficiente para
inducir cambios a largo plazo en la expresién del SEC en el bazo, asi como para afectar a la
secrecion de citoquinas y quemoquinas de manera dimorfica sexual. Estos resultados
realzan la importancia de considerar los efectos a largo plazo del alcohol, en especial en lo

que atafe al sistema inmunoldgico periférico, y a su modulacion por el SEC.
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1. La exposicion a alcohol afecta a la expresion de los genes y/o proteinas
relacionadas con el sistema endocannabinoide en el higado, el intestino y el bazo. Los
efectos fueron mucho mas intensos en la expresion del ARNm que en el de las proteinas.

2. Las modificaciones observadas dependen del modelo utilizado y de la intensidad de
la exposicion al alcohol. En este sentido, la exposicion en atracon produce cambios mucho
mas intensos y dependientes de la dosis, siendo tanto mas intensos cuanto mas alta sea la
dosis total administrada.

3. Si el alcohol se administra en un periodo critico del desarrollo, como la adolescencia
los efectos pueden ser duraderos a largo plazo. Asi, la exposicion adolescente a cantidades
moderadas de alcohol produce cambios permanentes en el sistema endocannabinoide
esplénico, asociados a cambios en la expresion de citoquinas pro-inflamatorias.

4, En el modelo de auto-administracién operante de alcohol puede demostrarse que los
cambios observados en higado e intestino se correlacionan con la intensidad de la auto-
administracion.

5. En el higado tanto la auto-administracion de alcohol como la administracion en
atracon produjo efectos inhibitorios en la expresion del ARNm de los genes relacionados
con el sistema endocannabinoide. Los efectos inhibitorios observados fueron mas intensos
cuanto mas alta fue la administracion de alcohol.

6. En el intestino, la auto-administracion de alcohol produjo efectos activadores en la
expresion del ARNm de los genes relacionados con el sistema endocannabinoide. Los
efectos mostraron una correlaciéon positiva con la tasa de auto-administracion, en un patron
opuesto al observado en higado

7. En el intestino se observa una llamativa correlacion de la auto-administracion del
alcohol con la expresion del receptor LPA; para acido lisofosfatidico. Este receptor esta
emergiendo como una nueva diana de interés en el control de la ingesta excesiva de
alcohol.

8. En el modelo de exposicion adolescente a cantidades moderadas de alcohol se
observaron efectos dimorficos sexuales sobre la expresion de los genes relacionados con el
sistema endocannabinoide, destacando la induccidn de la enzima NAPE-PLD en las
hembras expuestas. Este hallazgo refuerza la necesidad de hacer estudios sobre las
acciones del alcohol desde la perspectiva del género.

9. La exposicion adolescente a alcohol no soélo afecta al sistema endocannabinoide en
tejidos inmunolégicos, sino también a los niveles de citoquinas circulantes. Las acciones del
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Conclusiones

alcohol sobre estas citoquinas fueron dependientes del sexo del animal y se observé una

inhibicién de los niveles de TNF-a e IL-6 sélo en las hembras expuestas a alcohol.
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