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Resumen

El consumo medio de alcohol se ha incrementado en los ultimos afios debido tanto a un
consumo cada vez mds temprano de los adolescentes como al aumento del nimero de mujeres
que lo consumen. Por tanto, los problemas derivados de esta ingesta de etanol han ido
incrementandose de forma gradual, y se asocia a diversas enfermedades como puede ser la
cirrosis hepatica, ademas de otras patologias neurodegenerativas y neuroinflamatorias.

Se ha estudiado a fondo como afecta el alcohol a los adolescentes y se conoce con bastante
profundidad los dafios del Sindrome Alcohdlico Fetal, presente en neonatos cuyas madres
ingirieron alcohol con regularidad durante el embarazo. No obstante, hay diversas etapas de la
vida en las cuales se desconoce practicamente en su totalidad los efectos perjudiciales que
puede causar el etanol. Asimismo, todavia se precisan esclarecer los mecanismos por los cuales
la bebida induce una pérdida de masa cerebral, asi como desencadena la respuesta inflamatoria
a través del sistema inmune y sus receptores. En este trabajo se pretenden recoger datos sobre
los efectos del etanol que se pueden mantener en el adulto, tras una exposicion al alcohol
durante algunos periodos criticos de su desarrollo, bien en una adolescencia tardia y/o incluso
durante el periodo prenatal, cuyas madres consumieron alcohol durante la gestacién, periodos
vitales que pueden afectar en cierto grado al adulto.

Los ambitos que se estudian en este trabajo comprenden las alteraciones que produce el alcohol
en los procesos de mielinizacidn, neuroinflamacidn, cambios epigenéticos e incluso en el dafo
neural asociado.
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The alcohol consumption among the population has been increasing in the last years as
teenagers start to drink younger than before and women also drink more now even if formerly
they did not. Therefore, there are health problems originated due to growing alcohol
consumption which accounts for a great amount of illnesses such as hepatic cirrhosis as well as
neurodegenerative and neuroinflammatory diseases.

There are a lot of studies of how adolescents are affected by alcohol and foetal alcohol
syndrome damage is well-documented which appears in neonates whose mothers drank alcohol
regularly during pregnancy. However, there are several life periods in which the damaging
effects that ethanol can cause are almost completely unknown. Also, the mechanisms by which
the alcohol induces a loss of white matter in the brain as well as triggers the inflammatory
response through the immune system and its receptors need to be elucidated. In this project
data about the effects of ethanol that can be maintained in the adult is gathered after the
alcohol exposition during some periods of the brain’s development, either in an advanced
adolescence and/or even during the prenatal period when mothers drank alcohol; vital periods
which can affect to a certain degree the adulthood.

The fields that are studied in this project involve the alterations produced by the alcohol in the
myelination processes, neuroinflammation, epigenetic changes and even alcohol-associated
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1. INTRODUCCION




1.1. EL ALCOHOL Y SU CONSUMO EN LA SOCIEDAD.

El consumo excesivo de alcohol es la tercera causa de muerte prevenible en muchos paises
segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (“World Health Organization”, 2008) y esta
asociado con varios efectos adversos, entre los cudles se encuentran la cirrosis hepatica,
diversos tipos de cdncer, y otros como adiccion, dafio cerebral e incluso violencia. Segun la
publicacion "Global Status Report on Alcohol" (2004 y 2009) de la OMS, se estima que 76
millones de personas en todo el mundo han sido diagnosticadas con desdrdenes derivados del
consumo de alcohol (World Health Organization, 2008). De hecho, recientemente existe un
estudio realizado en Reino Unido que clasifica las drogas por nivel de dafio en general, donde
se demuestra que el alcohol es la droga mas perjudicial (Nutt et al., 2010).

A pesar de las consecuencias que genera el abuso de alcohol en la salud, ésta es una de las
drogas mas comunes y de mayor adiccién, de hecho, un consumo elevado, prolongado y
continuo podria llegar a causar dafos cerebrales importantes. Incluso en estudios post-
mortem realizados en alcohdlicos que no presentaban problemas hepaticos o neuroldgicos
especificos, se han observado signos de dafio importantes en distintas regiones cerebrales
como son alteraciones estructurales en las vainas de los axones de mielina, pérdidas de masa
cerebral y severas disfunciones cognitivas (Harper, 2005).

Algunos estudios, indican claramente que el alcohol es un componente neurotéxico con
efectos directos sobre las células nerviosas (Pascual et al., 2009). Al mismo tiempo, un
consumo excesivo de alcohol se encuentra asociado con distintos procesos inflamatorios al
igual que ocurre en otras enfermedades de tipo neuroldgico o neurodegenerativo. Ademas, el
abuso crénico de alcohol normalmente empieza con procesos de experimentacién, que
progresivamente derivan en adiccion tras un consumo prolongado. De hecho, los dafios
asociados al consumo crénico de alcohol, podrian contribuir a la progresién en los procesos de
adiccién (Harper, 2005).

Actualmente, existe una tendencia al consumo de alcohol en edades cada vez mas tempranas,
que junto con el aumento en el nimero de mujeres que beben en exceso, implica un
incremento en los riesgos que conlleva el alcohol en los jovenes o adolescentes y también en la
progenie o descendencia de éstas mujeres, respectivamente. De hecho, la prevalencia de
problemas relacionados con el alcohol y déficits neuroldgicos asociados en adolescentes, es un
problema de salud publica global (Jernigan, 2001). Existen distintos estudios realizados en 35
paises europeos por la "European School survey Project on Alcohol and Other Drugs" (ESPAD)
(Hibell et al., 2009), los cudles indican que las personas jovenes hoy en dia beben masy con un
claro objetivo de embriaguez mayor al de generaciones anteriores. En este estudio se recoge
un 43% de estos casos de embriaguez en adolescentes de 16 afios durante un periodo de 30
dias. Incluso hay paises cuyas tasas superan el 50% (ej. UK, 54%; Portugal, 56%) y la mayoria de
los paises tienen ratios superiores al 30%. En Estados Unidos, algunos estudios han recogido
datos que indican que aproximadamente un tercio de los estudiantes de bachillerato abusan
del alcohol (Johnson et al., 2010). Ademas, se ha observado un incremento notable en el
consumo de alcohol en adolescentes en algunos paises del Pacifico oeste, incluyendo Australia
y Nueva Zelanda, elevando sustancialmente las medias de consumo en estos paises (Jernigan,
2001).

Distintos trabajos de investigacidon indican que existe una organizacion sutil neuroquimica,
celular, sindptica y estructural en el cerebro adolescente (Gogtay et al., 2004; Giedd, 2004),
contribuyendo a que presente una mayor vulnerabilidad que en el cerebro adulto, frente a
posibles efectos adversos debidos a ciertas actividades como, por ejemplo, el “botellédn”.
Asimismo, alteraciones en procesos de memoria inducidos por el alcohol, como el "black-out",



y otros efectos cognitivos, son particularmente comunes entre los adolescentes que consumen
alcohol y pueden ser, al menos en parte, debidos a alteraciones de la plasticidad neural en el
cortex prefrontal (CPF) y en el hipocampo (Crego et al., 2009). Por otro lado, la adolescencia se
caracteriza por una rapida maduracion del sistema cerebral que media la recompensa, y
distintos cambios hormonales asociados a procesos de estrés (Ceccarelli et al, 2007; Crews et
al., 2007), eventos que podrian potenciar la ansiedad y participar en la iniciacion del patrén de
consumo de alcohol u otras drogas, puesto que esta demostrado que existe una correlacién
positiva entre el consumo de alcohol y la probabilidad de desarrollar problemas derivados de
este consumo en los adolescentes.

Un aspecto adicional que hay que tener en cuenta en las acciones del alcohol sobre el cerebro,
es su efecto téxico durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC). De hecho, el
alcohol es una de las sustancias mas comunes e importantes que afectan al cerebro en los
distintos estadios del desarrollo fetal, debido a que su consumo durante el embarazo puede
producir un amplio rango de anomalias cognitivas, conductuales y fisicas. Asimismo, es una de
las principales causas prevenibles frente a posibles anomalias o desérdenes en el desarrollo
del sistema nervioso del neonato (American Academy of Pediatrics, 2000). En los casos mas
severos, se observa un patrén de malformaciones, cuyo conjunto se conoce como Sindrome
Alcohdlico Fetal (SAF) (Jones y Smith, 1973). Sin embargo, los efectos de la exposicidn prenatal
al alcohol recaen en un continuo de anomalias fisicas y deficiencias conductuales y cognitivas,
adoptandose un nuevo término conocido como " fetal alcohol spectrum disorders " (FASD)
(Sokol et al., 2003). Ademas, mediante novedosas técnicas de neuroimagen y estudios
experimentales, se demuestra la vulnerabilidad del SNC al efecto del alcohol, revelando que
los efectos no son uniformes y que algunas areas cerebrales o poblaciones celulares son mas
vulnerables que otras (Guerri, 2002; Guerri et al., 2009).

En este trabajo, se recoge el conocimiento actual de los mecanismos celulares y moleculares
que participan en los efectos del alcohol en el cerebro adolescente y/o en desarrollo, que
pueden llegar a mantenerse o afectar en etapas adultas, ademas de su correlaciéon con los
posibles déficits estructurales, cognitivos, conductuales y psicopatolégicos observados en
estos individuos con exposicién temprana y/o adolescente al alcohol.

1. 2. EFECTOS DEL ALCOHOL DURANTE EL DESARROLLO.

1.2.1. Exposicion al alcohol durante la etapa prenatal.

A pesar de la evidencia de que consumir alcohol durante el embarazo es dafino para el
desarrollo normal del feto, mas del 10% de las mujeres en Estados Unidos admiten consumir
alguna cantidad de alcohol en este periodo (Tan et al., 2011-2013).

El desarrollo del SNC empieza tras la fecundacidn, formandose el tubo neural durante los
primeros dias, por ello, es uno de los sistemas que se ven mayormente afectados por un
consumo de alcohol de las madres gestantes.

Durante los meses que siguen a la implantaciéon del embrién, se definen las areas cerebrales
gracias a la proliferaciéon y diferenciacién de las células madre precursoras. Asimismo, se
produce una migracién neuronal que permite la formaciéon de todo lo que sera el sistema
nervioso periférico responsable del control sobre el resto de aparatos y sistemas. A pesar de
todos estos cambios, hay neuronas y otras células nerviosas como las células de la glia, que no
logran adaptarse o que han cumplido su funcidn, y entran en apoptosis para dejar lugar a
nuevas células mds adaptadas y especializadas. Ademas, el maximo crecimiento del cerebro se
produce en las ultimas semanas que anteceden al parto.



1.2.2. Efectos del alcohol en etapa prenatal: Sindrome Alcohdlico Fetal.
Durante las ultimas tres décadas, estudios clinicos y experimentales han provisto evidencias
directas de que el cerebro en desarrollo es especialmente vulnerable a los efectos téxicos del
alcohol y el abuso del mismo durante el embarazo. Esto puede causar dafio cerebral
permanente en la descendencia, el cual va asociado con desdrdenes sociales y cognitivos
(Guerri et al., 2009; Mattson y Riley, 1998; Streissguth, 1991). En 1973, Jones y Smith
describieron los efectos teratogénicos del alcohol en humanos y acuiiaron el término de
Sindrome Alcohélico Fetal (SAF) a un conjunto de anormalidades craneales y faciales. Sin
embargo, los efectos de la exposicion prenatal junto a las anomalias fisicas y los déficits
comportamentales y cognitivos se han acufiado con el término FASD (desdrdenes del espectro
fetal del alcohol), como ya hemos mencionado anteriormente, término que se ha adoptado
como general y que describe todos los efectos dafiinos que causa el alcohol en este periodo.

Estudios posteriores de este sindrome lo correlacionaron con anormalidades aun mayores del
SNC y otras tantas cognitivas, motoras y conductuales, pudiendo llevar a hiperactividad o
retraso cerebral. La prevalencia del SAF en Estados Unidos es de entre 0.5 y 2 casos por cada
mil neonatos en la poblacién general y de 1.4 a 9.8 casos por cada mil nacidos en grupos de
poblacién de alto riego (American Academy of Pediatrics, 2000). En general, la severidad del
SAF estd ligada a la dosis de alcohol, la duraciéon y el patrén de consumo durante el embarazo.
Ademads, es mucho mas peligroso el patron conocido como “atracon” (binge drinking) en
donde se alcanzan altos niveles de alcohol en el feto, que la exposicidn a la misma cantidad de
alcohol tomada durante un periodo prolongado.

En el SAF se ha visto que se reduce el volumen cerebral (ver Figura 1), donde se producen
anormalidades prominentes, incluyendo el desplazamiento del cuerpo calloso, cerebelo y
tractos corticoespinales en los cuales, la extensidn del dafio correlaciona con la severidad del
fenotipo del SAF y con déficits neurocognitivos (Wozniak y Muetzel, 2011).

Figura 1. Cerebro de niiio afectado por SAF (lzquierda) y cerebro de un nifio sano (Derecha). Imagen
obtenida de Gilbert, 2003.

En las etapas iniciales de la embriogénesis, el etanol tiene efectos negativos profundos en la
supervivencia y proliferaciéon de células progenitoras, como se muestra en la Figura 2, lo cual
podria ser la causa de la microencefalopatia en el SAF. De las semanas 7 a 20 cuando se
produce el pico de proliferacion y migracion de células neuroepiteliales, la exposicion al etanol
altera el patréon de migracién neuronal y el destino celular. Las consecuencias del cambio en el
destino celular incluyen reducciones en poblaciones de neuronas y de células de la glia en el
neocortex, hipocampo y nucleos sensoriales (Guerri et al., 2009).

En el tercer trimestre del embarazo, la exposicién al alcohol afecta al crecimiento cerebral y
por tanto, interfiere en el desarrollo de los astrocitos, oligodentrocitos, sinaptogénesis e
incluso en el desarrollo del cerebelo. Asimismo, existen estudios que demuestran que la
exposicién al etanol durante este periodo altamente vulnerable, puede producir procesos de
apoptosis importantes en el cerebro del feto en desarrollo (Young et al., 2005).
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Figura 2: Efectos del alcohol en el desarrollo durante la ontogenia del Sistema Nervioso Central en
humanos y ratas. NSCs, células madre neurales; F, fetal; P, postnatal. Imagen adaptada de Persaud y
Moore, 1973.

1.2.3. Efectos de la exposicion al alcohol durante el periodo de lactancia.

El alcohol es un compuesto tdxico que se transfiere a través de la leche materna humana,
alcanzando niveles similares a los que se pueden encontrar en el suero materno, de hecho, la
mayor concentracion de alcohol en la leche se registra entre los 30-90 minutos tras la ingesta.
Sin embargo, segun la Academia de Pediatria Americana, la lactancia estaria permitida
dependiendo de la dosis diaria de alcohol que se consuma, de modo que para que una madre
pueda amamantar tras la ingesta de alcohol, debe esperar alrededor de dos a tres horas para
hacerlo (Little et al., 2002). Los efectos adversos mas conocidos que se derivan de una ingesta
por parte de la madre incluyen entre otros; somnolencia, elevada sudoracion, suefio profundo,
debilidad, disminuciéon en la tasa de crecimiento, ganancia anormal de peso y un decremento
en la produccién de leche (Ornoy y Ergaz, 2010).

En cuanto a los efectos que tiene el alcohol en el recién nacido, es importante saber que esta
expuesto a una fraccién del alcohol consumido por la madre, no obstante, en las primeras
semanas de vida, la eliminacién del alcohol del organismo tiene un rendimiento mucho menor
gue en un adulto. Los efectos adversos mas caracteristicos que pueden experimentar los
lactantes expuestos al alcohol, son cambios en los patrones de suefo, una menor ingesta de
leche, presencia de alteraciones del desarrollo motor e hipoglucemia (Koren, 2002) entre
otros, de hecho, incrementa el riesgo de muerte subita (5% de los bebés durante la lactancia).

1.2.4. Efectos perjudiciales del abuso de alcohol en la adolescencia.

Se ha observado que el cerebro humano esta en fase de desarrollo durante la adolescencia,
representando ésta un estadio de transicion entre el nifio y el adulto, y alcanzando su madurez
hacia los 21-23 afios (Giedd, 2004; Toga et al., 2006). En la adolescencia, pese a que el tamano
cerebral es equiparable al de un adulto, ocurren importantes cambios en los circuitos de
conexioén en el interior del cerebro. Algunos de los cambios mas trascendentales tienen lugar
en la CPF y en los sistemas limbicos y mesolimbicos. Esto es asi, debido a que el proceso de
maduracién del cerebro acontece de manera asincrénica, inicidndose en las regiones
posteriores y avanzando hacia la zona frontal (Gogtay et al., 2004). Asi, las regiones limbicas
subcorticales, como el estriado, el nucleo accumbens (NAc) o la amigdala, involucradas en el



sistema de recompensa y de motivaciéon de las conductas de busqueda de estimulos
placenteros, aumentan su actividad durante la adolescencia, aunque su maduracidn ocurre
antes que la region cortical prefrontal, implicada en la toma de decisiones, la planificacién y la
inhibicion de conductas impulsivas (Bava y Tapert, 2010). Este desequilibrio entre las areas
maduras que motivan la busqueda de recompensa y las areas inmaduras (CPF), que planifican
e inhiben este impulso, favorece que el individuo adopte conductas exploratorias de alto
riesgo hacia estimulos novedosos (Hittner y Swickert, 2006). Por ello, la inmadurez de la
arquitectura del cerebro, que lo dota de alta impulsividad y baja inhibicidn, se considera una
de las principales causas que pueden conllevar al inicio del consumo de alcohol en la
adolescencia (Silveri, 2012). En la Figura 3, se aprecia cdmo va madurando el cerebro a lo largo
de la adolescencia.

Figura 3: Maduracidn de las diferentes areas del cerebro. Imagen tomada de Gotay et al., 2004.

Un gran numero de trabajos han demostrado que, con los mismos niveles de alcohol, el
cerebro adolescente es mas vulnerable que el cerebro adulto a los efectos neurotéxicos del
alcohol (Pascual et al.,, 2009; Vetreno et al., 2014). Las regiones que estan en fase de
maduracién y mantienen su capacidad de plasticidad, como la CPF y el hipocampo, son de
hecho, dianas a los efectos del alcohol (Guerri y Pascual, 2010). Asi, la administracion
intermitente de alcohol, incrementa la muerte neural en CPF e hipocampo (Pascual et al.,
2007), altera su plasticidad (Liu y Crews, 2015), afecta la formacién de la mielina en estas
regiones cerebrales (Alfonso-Loeches and Guerri, 2011; Pascual et al, 2014) y la formacion de
la sinapsis en CPF (Montesinos et al., 2015). Ademas, se ha visto que altas dosis de alcohol
también inhiben la neurogenesis y aumenta la muerte neuronal en hipocampo de
adolescentes, pero no en adultos, alterando las funciones cognitivas asociadas al hipocampo
en la edad adulta (Broadwater et al., 2014; Ehlers et al., 2013). Gran parte de las alteraciones
estructurales en las diferentes regiones cerebrales, asi como los cambios en la mielina y en las
sinapsis inducidas por el abuso de alcohol durante la adolescencia se han relacionado con
disfunciones en procesos de memoria, aprendizaje y funcidn ejecutiva. Ademas, muchas de
estas disfunciones cognitivas se mantienen hasta la edad adulta, en animales expuestos sélo
durante la adolescencia, indicado que los cambios son permanentes e irreversibles ya que se
mantienen en la edad adulta (Pascual et al.,, 2007; Montesinos et al., 2015; Coleman et al.,
2014; Crews et al., 2007; Broadwater et al., 2014).

El abuso de alcohol en adolescentes, causa diferentes alteraciones tanto en la sustancia gris
(neuronas) como en la sustancia blanca (mielina) afectando la actividad cerebral y dando lugar
a deficiencias en las pruebas cognitivas que evallan diversos procesos como son la memoria
espacial, verbal, visual y la funcién ejecutiva. Ademas, los jovenes procedentes de familias con
antecedentes en alcoholismo, suelen ser mas vulnerables a los efectos neurotdxicos del
alcohol (Squeglia et al., 2014). Asimismo, estudios longitudinales demuestran que el abuso de
alcohol durante la adolescencia, acelera la reduccidon de materia gris en el cértex lateral frontal
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y temporal ademas de reducir el incremento de materia blanca en ciertas regiones cerebrales,
como el cuerpo calloso. Estas alteraciones se producen de forma semejante en adolescentes
de ambos sexos (Pascual, 2007).

1.2.5. ;Como afecta la exposicion al alcohol en las primeras etapas del
desarrollo?: Susceptibilidad al alcoholismo en la edad adulta.

Estudios epidemioldgicos, clinicos y basicos demuestran que el consumo de alcohol en épocas
cruciales para el desarrollo del Sistema Nervioso Central supone un factor de vulnerabilidad
para padecer trastornos psiquiatricos, en particular trastornos por uso drogas como el alcohol
(Baer et al., 2003; Kelly et al., 2009; Guerri et al., 2009).

Niveles elevados de acetaldehido, que es el producto tdxico intermediario del metabolismo del
alcohol, pueden deberse al polimorfismo de los loci que codifican para la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) y/o la enzima acetaldehido deshidrogenasa (ALDH) (Luczak et al., 2006).
Varios estudios han demostrado que cierta combinacidon de polimorfismos en los alelos de
estos genes, desemboca en una alta predisposicién al alcoholismo (Konishi et al., 2003; Kang et
al., 2009). Asimismo, se ha comprobado que hay un alto riesgo de consumo de alcohol por
parte de adolescentes cuyas madres consumieron etanol durante y tras el embarazo (Alati et
al., 2008; Baer et al., 2003). No obstante, el mecanismo que subyace en este incremento por la
preferencia hacia el alcohol tras una exposicién prenatal, es desconocido. De hecho, algunos
estudios sugieren que la deteccién del sabor del alcohol en el seno materno hace que el
nonato (feto) aprenda por asociacion, es decir, las propiedades quimiosensoriales del etanol se
asocian como un refuerzo hacia la droga, provocando dependencia. Este proceso debe llevar a
una busqueda e ingesta de alcohol mas elevada que la habitual durante la adolescencia o la
adultez. Esto se ha visto que es debido a que el etanol activa el sistema opioide favoreciendo
esta dependencia temprana (Diaz-Cenzano y Chotro, 2010). Otros estudios indican que el
etanol prenatal induce tolerancia a los efectos derivados del alcohol (Pautassi et al., 2012).

Ademads, se ha comprobado que la edad en la que se comienza a ingerir alcohol
voluntariamente, la adolescencia, tiene gran relevancia en la posterior dependencia al alcohol.
De hecho, cuando mas pronto se empiece a consumir, mayores son las posibilidades de que
derive en un problema de alcoholismo, como se muestra en la Figura 4. Esto es debido a que al
no estar el cerebro desarrollado por completo se activan los mecanismos de recompensa que,
en Ultima instancia, creardn la necesidad de un consumo repetido de alcohol para poder
mantener niveles constantes de las sustancias de recompensa (Hingson y Zha, 2009).
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Figura 4. Edad de inicio del consumo de alcohol y antecedentes familiares de alcoholismo. Relacion
con la prevalencia de su abuso y dependencia en el adulto. Sin antecedentes familiares de
alcoholismo (FHN) y con antecedentes familiares de alcoholismo (FHP). Grafico obtenido de Grant y

Dawson, 1997.




Asimismo, existen estudios que demuestran que los antecedentes familiares también
predisponen al alcoholismo, como ya hemos mencionado anteriormente. Esto es asi, puesto
que como describiremos a continuaciéon (apartado 1.5), se producen ciertos cambios
epigenéticos cuando los progenitores consumen alcohol en exceso, cambios que pueden ser
heredables, generando un consumo de etanol descontrolado como se muestra en la Figura 4.

1.3. EL ALCOHOL Y EL SISTEMA INMUNE: NEURODEGENERACION Y
NEUROINFLAMACION.

El sistema inmune, tanto el innato como el adquirido, es la primera linea de defensa ante
cualquier patogeno o sustancia téxica (Zou y Crews, 2010). Diversos estudios demuestran que
el alcohol es capaz de activar la respuesta inmunoldgica. Pruebas de ello es que tras un
consumo de alcohol de larga duracién, aumenta la incidencia de otras dolencias como
neumonias (Moss et al., 2003; Joshi and Guidot, 2007; Witt, 2010) o enfermedades infeccionas
como el VIH o la hepatitis C (Szabo y Mandrekar, 2009; Szabo y Zakhari, 2011). Pese a conocer
que el etanol irrumpe la respuesta inmune, no se sabe exactamente cdmo lo hace, a causa de
la multitud de factores que hay que considerar cuando éste entra en contacto con el sistema
inmune, como vienen siendo la dosis, el tiempo de exposicion y el tipo de célula inmune con la
que interactuda. Una posibilidad es que el etanol merma la habilidad de las células inmunitarias,
como monocitos y macrofagos (Mandrekar et al., 2002), células dendriticas (Lau et al., 2006),
linfocitos T (Szabo et al., 2004) y neutrdfilos, de actuar frente a diferentes agresiones como son
las infecciones (Bautista y Wang, 2001).

Ademas, la respuesta inmune adquirida se ve afectada por el etanol (Lau et al., 2009) de
manera que se disminuye la presentacidon de antigenos en macréfagos y la proliferacion de
linfocitos T, lo que desemboca en una bajada de los niveles de citocinas proinflamatorias
(Szabo et al., 2004).

1.3.1. Receptores inmunes y su papel en la neuroinflamacion que causa el
alcohol.

Para que se pueda desencadenar la respuesta inmune en el cerebro, es necesario que las
células que participan en la misma, los astrocitos y la microglia, reconozcan mediante los
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) la infeccién. Los PRRs reconocen patrones
moleculares asociados a microorganismos patdgenos (PAMPs) y patrones moleculares
endogenos en respuesta al dafio tisular (DAMPs). Los PRRs mas relevantes son los receptores
de membrana tipo Toll (TLRs) y los citoplasmaticos tipo NOD (NLRs) (Chen y Nufiez, 2010).

1.3.1.1. TLRs y su relacién con el alcohol.

Los TLRs son un tipo de PRRs del sistema inmune innato que estan implicados en la primera
linea de defensa frente a patdgenos (lwasaki y Medzhitov, 2004). No obstante, también son
capaces de responder a derivados de moléculas endégenas como, por ejemplo, componentes
liberados de células necrdticas y otras moléculas que se producen como consecuencia de
mecanismos patogénicos. En el sistema nervioso, los TLRs se expresan de manera mayoritaria
en las células gliales (Okun et al., 2009). Su activacién desencadena rutas de sefializacién que
regulan las actividades de factores de transcripcion como NF-kB y AP-1, los cudles son
mediadores en la produccion de citocinas como IL-1B, especies reactivas de oxigeno (ROS) y
oxido nitrico (NO). Hay estudios que demuestran que los TLRs, concretamente el TLR4, es un
componente critico en la neuroinflamacion y el dafio cerebral. De hecho, se ha demostrado
que el TLR4 tiene un papel fundamental en la neuroinflamacidén y neurodegeneracién que
causa el etanol en el cerebro (Alfonso-Loeches et al., 2010), asi como en células de la microglia
(Fernandez-Lizarbe et al., 2009) y astrocitos (Qin et al., 2008; Valles et al., 2004; Alfonso-
Loeches et al., 2010; Zou y Crews, 2010).



1.3.1.2. NLRs y su relacion con el alcohol.

Diversos estudios indican que la familia de los receptores NOD (nucleotide-binding
oligomerization domain receptors) o NOD-like receptors (NLRs) participan en la formacién del
inflamasoma, complejos multiproteicos que activan el procesamiento proteolitico de la
Caspasa-1, lo que desemboca en la liberacidn y/o secrecion de citocinas proinflamatorias como
IL-1B, IL-33 e IL-18. Entre todos los NLRs, el mejor descrito hasta el momento, es el NLRP3 o
criopirina (Sutterwala et al., 2006). Los NLRs se activan, no sélo tras la exposicién a PAMPs sino
también, por DAMPs o alarminas, las cuales son indicativas de dafo tisular y de ambientes
irritantes (Schroder y Tschopp, 2010).

Hay estudios que demuestran una interrelacién entre los TLRs y los NLRs (ver Fig. 5) en la
secrecién y maduracion de IL-1B durante la infeccion microbiana (Kahlenberg et al., 2005;
Becker y O’Neill, 2007; Mariathasan y Monack, 2007). Asimismo, se ha comprobado que el
alcohol activa al NLRP3 en el cerebro (Lippai et al., 2013; Alfonso-Loeches et al., 2014; 2015),
postuldndose ademas que existe un mecanismo donde el alcohol, mediante la activacién de la
cascada de sefializacion de TLR4, hace que se produzca la citocina pro-IL-1 (sefial 1 o priming),
gue activa el inflamasoma NLRP3 mediante una segunda sefal, como es el ROS mitocondrial
en cultivo primario de astrocitos (Alfonso-Loeches et al., 2014). En la Figura 5, vemos la
activacion de la ruta neuroinflamatoria en respuesta al consumo de alcohol, donde se produce
la liberacién y secrecion de mediadores inflamatorios (iNOS y COX-2) y citocinas (IL-1Be IL-18).

Senal
-
o
INFLAMACION
—LE o
L1 >
nucleo
\.\ - -. - a /
)o()%ogo( pro-IL18> \INFLAMASOMA

4/ -
Seb —— citosol

Figura 5. Papel de los receptores inmunes, TLR4 y NLRP3 en la neuroinflamacién causada por el
alcohol. Imagen modificada de Franchi et al., 2012.

1.4. EFECTOS DEL ALCOHOL EN LOS PROCESOS DE MIELINIZACION.

La mielina es una extensién de la membrana plasmatica de oligodendrocitos y células de
Schwann ricas en colesterol, cuya funcion es servir de vaina aislante especializada para los
axones de las neuronas del sistema nervioso. La mielina facilita la transmisidn de la sefial a
través del axén mediante una conduccion “a saltos” (Miron y Franklin, 2014). Sin embargo, la
importancia de la mielina en el SNC va mas alla de su papel en la conduccién répida de la seiial,



ya que su perturbacién puede causar disfunciones severas. Las perturbaciones de la estructura
de la mielina y su funcién, también llamadas desmielinizacion, estdn asociadas con una larga
lista de patologias del SNC, desde desérdenes congénitos y autoinmunes a perturbaciones
metabdlicas (Love, 2006).

La desmielinizacidn progresiva resulta en uUltimo lugar, en una degeneracién axonal debido a la
disrupcion de la sefializaciéon entre axones y oligodendrocitos. Se requiere una interaccion
entre axones y oligodendrocitos para mantener las correctas funciones metabdlicas de los
axones, el soporte tréfico, la reorganizacion del citoesqueleto y el trasporte en el axén (Edgar
et al., 2004; Devaux y Scherer, 2005; Kassmann y Nave, 2008; Nave y Trapp, 2008; Bruce et al.,
2010; Nave, 2010; Funfschilling et al., 2012).

La sustancia blanca (mielina) es especialmente susceptible a la toxicidad del alcohol en el SNC
(Buhler y Mann, 2011; Charness, 1993; Suzanne, 1988; Konrad et al.,, 2012; Norman et al.,
2009). Asimismo, la pérdida estructural producida por la degradacién de la mielina a causa de
la ingesta de etanol, es parcialmente reversible tras un periodo de abstinencia (Cardenas et al.,
2007). Se ha podido comprobar que el tratamiento crénico con etanol regula negativamente
diversas proteinas involucradas en la mielinizacion como son la proteina proteolipidica (PLP), la
proteina bdsica de la mielina (MBP) y la glicoproteina asociada a mielina (MAG) (Alfonso-
Loeches et al., 2012), alteraciones también observadas en adolescentes con consumo
intermitente de alcohol (Pascual et al., 2015). La Figura 6 muestra cémo la vaina de mielina se
ve severamente afectada por un consumo crénico de alcohol.

Figura 6. Vaina de mielina en un ratén sano (lzquierda) y con
(derecha). Imagen obtenida de Alfonso-Loeches et al., 2012.

consumo croénico de alcohol

En las células en las que se ha producido la desmielinizacion, la resistencia de la membrana ha
disminuido considerablemente. Ademas, se produce una reduccién importante de la velocidad
con la que se trasmite la sefial nerviosa, por tanto, afecta a la plasticidad sindptica. Asimismo,
debido a que la mielina bloquea canales idnicos dependientes de voltaje, al desaparecer ésta,
se activan consumiendo energia celular que antes se podia reservar para otros procesos
(Pfefferbaum et al., 2010). Finalmente, existen diversos estudios donde se describe que, el
nivel de afectacion en la degradacion de las vainas de mielina es mas significativo en mujeres
que en hombres (Alfonso-Loeches et al., 2013; Caldwell et al., 2005; Schweinsburg et al.,
2003).

1.5. CAMBIOS EPIGENETICOS DEBIDOS A LA EXPOSICION AL ALCOHOL.

Durante las ultimas décadas, se han identificado algunos genes que se asocian con
consumo/abuso de alcohol y también se ha tratado de discernir si el abuso de alcohol en
ciertos adolescentes se asocia con algin componente genético. Actualmente, no se han
identificado genes que predispongan al inicio de consumo de alcohol y su abuso, aunque se ha
sugerido que ciertos componentes en la personalidad, como caracter antisocial, ansioso,
impulsivo, asi como ciertas diferencias neurobioldgicas, podrian predisponer al inicio del
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consumo y abuso de alcohol durante la adolescencia (Meyers et al., 2010; Whelan t al., 2014).
Pese a ello, hay estudios que han demostrado la capacidad que tiene el alcohol para inducir
modificaciones epigenéticas. Especificamente, los cambios epigenéticos modifican la
estructura de la cromatina, en regiones promotoras especificas, produciendo cambios en la
expresion génica (Liu et al, 2006). Existen diversos mecanismos de modificacidon epigenética,
tanto en histonas como fuera de ellas, como son; la acetilacion, la metilacién, la
ubiquitinacién, la sumoilacién y la fosforilacion. No obstante, las modificaciones de histonas
mas estudiadas debidas al consumo de alcohol son la acetilacidn y la metilacidon. Ademas, se ha
descrito que los mecanismos epigenéticos suelen causar efectos reversibles en su mayoria
(Holliday, 2006).

El alcohol induce numerosos cambios epigenéticos, principalmente afecta a la metilacién y
acetilaciéon de los promotores de ciertos genes, afectando su expresién y participando en
numerosos procesos (Pascual et al, 2012; Zou y Crews, 2014; Pandey et al., 2015). Algunos de
estos genes son los relacionados con el desarrollo neural, los factores de crecimiento y la
regulacién del ciclo celular. Estas alteraciones epigenéticas pueden tener un impacto negativo
severo en el sistema nervioso (Zhou et al., 2011). Se ha visto que se produce un incremento en
la actividad del enzima ADN metiltransferasa (DNMT) con la exposicién al alcohol. Este
aumento de actividad puede persistir, incluso dias, tras la Ultima ingesta de alcohol. Aunque no
se han observado alteraciones en la actividad de la histona deacetilasa (HDAC), se ha
especulado que esta actividad disminuye. De hecho, DNMT y HDAC son parcialmente
responsables de la regulacion de los niveles de transcripcién en ciertas regiones de la
secuencia del ADN (Perkins et al., 2013). Asimismo, se ha visto que la acetilacién de histonas
por la histona acetil transferasa (HAT) estd involucrada en los efectos cognitivos, tanto a corto
como a largo plazo, asociados con la neuroinflamacioén.

Estas modificaciones epigenéticas, participan en la modulacién de la expresién de genes de
inflamacidn a través de los TLRs (Foster et al., 2007). Ademads, se conoce que la acetilacion
participa en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas a largo plazo (Graff y Mansuy,
2009) y en comportamientos de adiccion (Renthal y Nestler, 2008). Por tanto, es posible
pensar en tratamientos que reviertan la acetilacién de histonas en los promotores de ciertos
genes, con el fin de revertir la motivacion del consumo de alcohol (Jeanblanc et al., 2015). En la
Figura 7, se aprecia como las histonas se ven modificadas epigenéticamente a causa del
consumo de alcohol, donde podemos observar los procesos de metilacidn, acetilacion y
fosforilacién.

: Mitochondria
Ethanol e Acetaldehyde ALDH ™ Acetate ATP
NAD* [NADH Cytosol NAD*[NADH] l
Methlomne —

_L Acetyl-CoA AMPK
& <> l@ l

Deacetylation (PER2, BMAL1, Histones)

aahna2nmnan

H2A

H2
= “;B o ‘ Acetylation * Phosphorylation
Ha

Figura 7. Modificaciones epigenéticas tras la ingesta de alcohol. Imagen tomada de Zakhari, 2013.
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2. OBJETIVOS




Estudios epidemioldgicos, clinicos y basicos demuestran que el consumo de alcohol en épocas
cruciales para el desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC) supone un factor de
vulnerabilidad para padecer trastornos psiquiatricos, en particular, trastornos por uso de
sustancias que presentan en especial, una predisposiciéon a un uso o abuso del alcohol, ademas
de causar disfunciones cognitivas (Baer et al., 2003; Kelly et al., 2009; Guerri et al., 2009). Sin
embargo, los mecanismos neurobioldgicos que subyacen a esta vulnerabilidad adquirida no
estdn totalmente esclarecidos, viéndose involucrados otros procesos tales como |la
neurodegeneracidn, inflamacidn y posibles cambios epigenéticos (Blanco et al., 2005; Alfonso-
Loeches et al., 2010; Pascual et al., 2012; Fernandez-Lizarbe et al., 2013). Ademas, es necesario
conocer con precision cudles son exactamente los periodos criticos en el desarrollo del
individuo y si existen diferencias asociadas al sexo en estos procesos (Alfonso-Loeches et al.,
2013).

Para abordar este problema, se ha planteado el siguiente estudio: “Evaluar los efectos de la
exposicion prenatal al etanol y/o adolescencia tardia en el desarrollo cerebral y las
consecuencias neuroldgicas en el individuo adulto”

Para el desarrollo de esta hipdtesis de partida, mediante el uso de distintas técnicas de
biologia celular y molecular, se van a abordar 4 objetivos principales:

Determinar si el consumo de alcohol en distintos estadios del desarrollo, tanto prenatal (EW),
adolescente (WE) o ambas etapas (EE) afecta en el adulto:

1- Observar la expresiéon de los receptores del sistema inmune Toll like (ej. TLR4 y TLR2) y
NOD like (NLRP3) y sus rutas de sefializacion.

2- Estudiar los marcadores de neuroinflamacién y dafio neural en las muestras obtenidas,
mediante la medida de los niveles de expresién de mediadores inflamatorios (iNOS y COX-
2), citocinas proinflamatorias (IL-1p) y otras proteinas relacionadas con los procesos de
gliosis y dafio cerebral (GFAP, Neu N y Caspasa-3).

3- Evaluar si existen cambios en los procesos de mielinizacion mediante el estudio de la
expresion de proteinas asociadas a la mielina.

4- Investigar los posibles cambios epigenéticos mediante el estudio de acetilacion vy
metilacion de histonas.
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3. MATERIAL Y METODOS




3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Para el desarrollo de este proyecto de investigacidon, se usaron 32 ratones silvestres wild type
(WT) de la cepa C57BL/6 (Harlan Ibérica S.L., Barcelona) cedidos por el laboratorio de la Dra.
Olga Valverde de la Universidad Pompeu Fabra (Barcelona). Todos los animales se criaron y
mantuvieron en condiciones SPF (zona barrera libre de gérmenes patdgenos) con seguridad
bioldgica y ciclos de luz/oscuridad (12/12h) controlados, temperatura (23+12C), y humedad
(60%). Las hembras fueron dispuestas en cajas independientes durante el periodo de gestacion
con el fin de evitar periodos de estrés que pudiesen afectar a los resultados obtenidos. Los
protocolos de experimentacién con animales fueron aprobados siguiendo las pautas
establecidas por el Consejo Directivo de la Comunidad Europea (86/609/ECC), por Real Decreto
Ley 1201/2005.

3.2. ADMINISTRACION DE ETANOL A ANIMALES.

Las madres fueron expuestas a una solucion de etanol (20%) durante las tres semanas de
gestacion. El protocolo que utilizamos para el consumo de alcohol prenatal, fue en forma de
“atracén” utilizando el procedimiento del “DID test” (“Drinking in the dark” test) durante las
tres semanas de gestacion. De este modo, el consumo de la solucidn de etanol al 20% (diluido
en agua) durante la gestacion, se realizé durante cuatro dias a la semana por un periodo de
tres semanas. Durante los tres primeros dias de cada semana, las madres fueron expuestas a
etanol durante 2 horas, aunque el cuarto dia de cada semana se las expuso a etanol durante 4
horas para producir el “binge”. Durante el ensayo, se mantuvo un grupo control siguiendo el
mismo procedimiento, pero con ingesta de agua en lugar de alcohol. Para la realizacién del
protocolo experimental, todos los animales estuvieron bajo un ciclo de luz invertido. Los
animales recibian agua y comida “ad libitum” en los periodos en los que no estaban expuestos
al procedimiento del DID test. Tras el parto, las madres dejaron de recibir alcohol, con lo cual,
no se les administré alcohol durante el periodo de lactancia.

Los animales fueron destetados el PND21. A partir de ahi, se separaron machos y hembras,
seleccionando sélo los machos para continuar con los experimentos. Cuando los hijos machos
llegaron al periodo de adolescencia, fueron expuestos al protocolo de consumo de etanol en
atracon (DID test) durante 2 semanas.

El ensayo usando el DID test se realiz6 comenzando el dia postnatal PND47-53 y por tanto
finalizando entre los dias PND57-63 tras el nacimiento. Los animales se separaron en cuatro
grupos de estudio, de modo que se usaron 8 animales por cada una de las 4 condiciones:

1) Grupo control: agua prenatal + agua adolescencia, designados WW
2) Consumo prenatal: etanol prenatal +agua adolescencia, designados EW
3) Consumo adolescente: agua prenatal + etanol adolescencia, designados WE

4) Consumo ambas etapas: etanol prenatal + etanol adolescencia, designados EE

3.3. PREPARACION DE MUESTRAS Y EXTRACCION PROTEICA.

De los cerebros de cada uno de nuestros animales experimentales, se diseccionaron dos éreas:
corteza prefrontal e hipocampo. Para la obtencién de la proteina total, el tejido (250mg de
tejido/0.5 ml tampdn de lisis) se homogeneizé en tampdn de lisis frio (1% Nonidet P-40, 20
mM Tris-HCl pH8, 130 mM NaCl, 10 mM NaF, 10 ug/ml aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, 10 mM
DTT, 1 mM Na3V0O4 y 1 mM PMSF). Los extractos homogeneizados se mantuvieron en hielo
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durante 30 minutos, se centrifugaron a maxima velocidad (13000 rpm) durante 15 minutos, y
el sobrenadante se recolectd para determinar la concentraciéon proteica. Asimismo, para
determinar proteinas nucleares, se llevé a cabo el aislamiento de extractos nucleares para
cada una de las areas cerebrales de estudio, usando el kit comercial “Epiquik Nuclear
Extraction”, siguiendo las indicaciones comerciales (Epigentek, Farmingdale, NY). Lla
concentracion proteica de los lisados, se midié usando el kit de BCA (acido bicinconinico) de la
casa comercial Pierce (Thermo Fisher Scientific, Espafia).

3.4. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

La inmunoelectrotransferencia se usé para determinar los niveles de expresién de proteinas de
interés para el presente estudio (ver Tabla 1). Para ello se utilizaron geles de 1.5 mm de grosor
con porcentajes de acrilamida (en el gel separador) entre el 6 y el 15% segln el peso molecular
de los fragmentos proteicos a resolver y adicionando dodecil-sulfato sédico (SDS). Se mantuvo
una relacion acrilamida: bis-acrilamida de 30: 0,8 en todos los casos. A las muestras obtenidas
se les afiadié tampon de carga 6X (350mM Tris pH 6.8, 30% glicerol, 30% mercaptoetanol,
100g/L SDS, 200 mg/L azul de bromofenol) y se hirvieron durante 5 min. Para la electroforesis
se utilizé un sistema Mini Protean de Bio-Rad en tampdn: 6g/L de Trizma base, 2.88g/L de
glicina y 20g/L de SDS.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilion
Transfer Membrane, Millipore) en tampdn 3g/L de Trizma base, 1.44 g/L de glicina y un 20% de
metanol, durante 1h a 100V.

Las membranas se bloquearon durante 60 min en Albimina de Suero Bovino (BSA) al 5% en
TBS-Tween (TBS-T) 0.1% (Tris 20mM y NaCl 500mM pH 7.5) y se incubaron durante toda la
noche a 42C, en agitacion, con los correspondientes anticuerpos primarios (Tabla 1). Tras la
incubacién, las membranas se lavaron 3-4 veces con TBS-T 0.1% y se incubaron con los
anticuerpos secundarios (Tabla 2) durante 1h a temperatura ambiente. Finalmente, las
membranas se revelaron mediante quimioluminiscencia usando ECL-Plus (Amersham) y se
expusieron a films o peliculas MXG de Kodak o Hyperfilm (alta afinidad) de Amersham.

Otras membranas fueron reveladas usando el método de fosfatasa alcalina, que consiste en
una mezcla de BCIP/NBT (1:2) diluida en un tampdn de fosfatasa alcalina (Tris 12.1 g/L, MgCI2
1.01 g/L, NaCl 5.8 g/L pH 9.2) que es transformada por accién de la enzima fosfatasa en un
precipitado con coloracién. En algunos casos, las membranas reveladas por
guimioluminiscencia, fueron reincubadas nuevamente con otros anticuerpos. Para ello, antes
del blogueo, las membranas se trataron con 200mM de glicina pH 2.5 y 0.4% SDS, durante 1 h
a temperatura ambiente.

Se utilizaron diversos anticuerpos como control de carga: GAPDH en la gran mayoria, Vinculina
para proteinas de alto peso molecular y Ldmina A/C e Histona 3 total para proteinas nucleares
(ver Tabla 1).

Tabla 1. Listado de los anticuerpos primarios utilizados.

Anticuerpo Descripcion Organismo | Dilucion | Casa Comercial
TLR4 Receptor tipo toll 4 Ratdn 1:200 .Sa nta Cruz
Biotechnology
TLR2 Receptor tipo toll 2 Conejo 1:200 Santa Cruz

Biotechnology
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NF-kB p65 Factor nuclear NF-Kappa-B subunidad p65 ' Santa Cruz
(también conocido como RelA) Conejo 1:50 Biotechnology
NRLP3 Receptor tipo NOD, Dominio de pirina que
contiene la proteina 3 (también conocida Conejo 1:1000 Abcam
como CIAS1 o Criopirina)
Caspasa-1 Cisteina Peptidasa 1 relacionada con la Santa Cruz
apoptosis Conejo 1:100 .
pop Biotechnology
Caspasa-3 | Cisteina-aspdrtico proteasa dcida (caspasa)3 Conejo 1:1000 Cell Signalling
iNOS Oxido nitrico sintasa Conejo 1:300 Santa Cruz
Biotechnology
COX-2 Ciclooxigenasa-2 Conejo 1:1000 Abcam
GFAP Proteina fibrilar gliar acidica Conejo 1:500 Sigma Aldrich
Neu-N Proteina nuclear especifica de neuronas Ratén 1:200 Millipore
MYRF Factor regulador de mielina Conejo 1:1000 Millipore
MAG Glicoproteina asociada a mielina Conejo 1:5000 Abcam
mMBP Proteina bdsica de mielina Rata 1:1000 Abcam
PLP Proteina proteolipidica de mielina (también '
conocida como lipofilina) Conejo 1:1000 Abcam
H3K9ac Histona H3 Acetil-K9 Conejo 1:1000 Cell signaling
H4K5ac Histona H4 Acetil-K5 Conejo | 1:10000 Abcam
H4K12ac Histona H4 Acetil-K12 Conejo 1:1000 Cell signaling
K-Ac Acetil Lisina Conejo 1:1000 Abcam
H3K4me3 Histona H3 (tri-metil k4) Conejo 1:1000 Abcam
H3 total Histona H3 Total Conejo 1:1000 Abcam
LMNA Lamin A/C Raton 1:1000 | Cell Signalling
Vinculina, proteina de membrana- _
vCL citoesquetelo en placas de adhesién focal Conejo 1:10000 Abcam
GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
Raton 1:3000 Chemicon

(también conocido como G3PDH)
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Tabla 2. Listado de los anticuerpos secundarios utilizados.

Anticuerpos Secundarios | Concentracion Casa Comercial
HRP-lIgG-Conejo 1:20000 Sigma-Aldrich
HRP-lgG-Ratén 1:5000 Sigma-Aldrich

HRP-lgG-Rata 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
PA-IgG-Conejo 1:1000 Sigma-Aldrich
PA-IgG-Raton 1:1000 Sigma-Aldrich

3.5. DETECCION DE LA CITOCINA IL-18 MEDIANTE ELISA.

Las distintas muestras de corteza prefrontal e hipocampo se homogeneizaron en tampdn de
lisis frio (1% Nonidet P-40, 20 mM Tris-HC| pH8, 130 mM NaCl, 10 mM NaF, 10 pg/ml
aprotinina, 10 ug/ml leupeptina, 10 mM DTT, 1 mM ortovanadato sédico (Na3V0O4) y 1 mM de
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)) (250 mg tejido/0,5 ml). Las muestras lisadas se
mantuvieron en hielo durante 30 minutos y se centrifugaron a maxima velocidad durante 15
min. El sobrenadante se recolectdé para la determinacidon de los niveles de IL-1B en estos
lisados. La concentracién de la citocina IL-1B se determind en las distintas muestras de estudio,
mediante el uso del kit ELISA (Bender MedSystems GmbH, Austria) y siguiendo las
instrucciones del fabricante.

3.6. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD HISTONA ACETILTRANSFERASA (HAT)
Y DE LA ACTIVIDAD HISTONA DEACETILASA (HDAC).

La actividad de la histona acetiltransferasa (HAT) y la histona deacetilasa (HDAC) fue medida
utilizando distintos kits de ensayo, el “EpiQuik™ HAT Activity/Inhibitor Assay Kit” (P-4003,
Epigentek), y el “Epigenase HDAC Activity/Inhibition Direct Assay Kit” (P-4034, Epigentek),
respectivamente. En estos kits, las placas que venian incluidas contenian sus respectivos
sustratos cubriendo de manera estable cada pocillo de la placa. Las muestras de los extractos
nucleares tanto de corteza prefrontal e hipocampo se afiadieron para catalizar la reaccidon
intencionada. Los productos se detectaron en una reaccidn de ELISA utilizando anticuerpos
especificos, segln se indicaba en las instrucciones del fabricante. Los cambios en la actividad
de las enzimas se expresaron en las siguientes unidades [ng/h/mg de proteina] y se analizaron
las diferencias respecto al grupo control.

3.7. METODOS ESTADISTICOS.

Los resultados se muestran como [media + error estandar de la media (SEM)]. Para el analisis
estadistico, se utilizd el programa SPSS versién 17.0. Las diferencias significativas de los
resultados se analizaron mediante el uso de un test no paramétrico, el Test de la U-Mann-
Whitney comprobando la normalidad por el Test de Z Kolmogorov-Smirnov, o bien, siguiendo
una Prueba T-Student.

Las diferencias en el p-valor<0.05, fueron consideradas estadisticamente significativas. El

programa GraphPad (version 3) se utilizd para la construccion de las gréficas y el Adobe
Photoshop (versién 7.0) para el procesamiento de las imagenes y Figuras.

15



4. RESULTADOS




4.1. ACTIVACION DE LOS RECEPTORES INMUNES EN EL ADULTO TRAS
UNA EXPOSICION AL ALCOHOL DURANTE LA ONTOGENIA: PAPEL DE
LOS RECEPTORES TLR4/NLRP3 Y LA NEUROINFLAMACION ASOCIADA.

Los receptores tipo Toll (TLRs) han sido descritos con anterioridad como receptores altamente
importantes en la respuesta innata inmune al consumo de alcohol, especificamente los
receptores TLR4 y TLR2 (Alfonso-Loeches et al., 2010; Fernandez-Lizarbe et al., 2013). De
hecho, se ha demostrado que el TLR4 es endocitado a través de unos microdominios de
membrana “lipid rafts” (Blanco et al., 2007), activdndose en las células gliales del SNC tras la
ingesta de alcohol, donde se desencadena una respuesta neuroinflamatoria mediante la
activacion de la cascada de senalizacion de TLR4, liberandose mediadores inflamatorios (iNOS
y COX-2), especies reactivas de oxigeno (ROS) y citocinas proinflamatorias que causan
neuroinflamacion y dafo neural.

4.1.1. Activacion de TLR4/TLR2 y su cascada de sefializacion.

En este trabajo, mediante el uso de muestras de corteza prefrontal (CPF) e hipocampo (HIP)
pertenecientes a cada uno de los 4 grupos de animales estudiados (ver Material y Métodos), se
han determinado mediante inmunoelectrotransferencia los niveles de expresion de los
receptores inmunes TLR4, TLR2 y la activacidon de su cascada de senalizacion mediante la
translocacion al ntcleo del factor de transcripcion NFkB/p65.

Segln se muestra en la Figura 8, los niveles de ambos receptores inmunes, TLR4 y TLR2,
aumentaban de manera notable en los ratones expuestos al etanol durante la gestacién o en
animales que habian consumido alcohol durante la adolescencia. Concretamente, el receptor
TLR4, presenta un aumento significativo en la CPF de los distintos casos de estudio, tanto en
los animales que habian estado expuestos al alcohol en etapa prenatal (EW), o durante el
periodo de adolescencia (WE) o bien, durante ambas etapas (prenatal y adolescente (EE)), y
comparando con los controles no tratados que sélo han consumido agua (WW). Sin embargo,
en el HIP, observamos que el TLR4 tiende a aumentar tras una exposicion prenatal (EW), que
no llega a ser significativa, aunque en etapas de consumo de alcohol durante la adolescencia
(WE) o en ambas etapas (prenatal + adolescente), si observamos un incremento significativo
del receptor TLR4.

CPF HIP
W-W E-W W-E E-E W-W E-W W-E E-E

TLR4|-— —— -| 89 [s— -—Q—_l
rur: [ S ~ i
GAPDHM

Densitometria
Densitometria
(Unidades arbitrarias)

(Unidades arbitrarias)

0
w-w E-W W-E E-E Waw E-W W-E E-E

Figura 8: Cambios en la expresion de los niveles de receptores inmunes TLR4 y TLR2 en el cortex prefrontal (CPF) e
hipocampo (HIP) tras la exposicion al alcohol durante el desarrollo. Etapas de consumo: WW, agua; EW, alcohol
prenatal; WE, alcohol adolescencia; EE, alcohol en ambas etapas. n=4/condicion. #p-valor<0.1, *p-valor<0.05, **p-
valor<0.01 (Test T Student).
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En cuanto a los niveles de TLR2 (Fig. 8) en el CPF experimentan una crecida importante en WE
y en los animales expuestos a alcohol en ambos periodos (EE), siendo en ambos casos muy
significativo su incremento. Sin embargo, en los que habian estado expuestos al alcohol en la
etapa prenatal (EW), se observa una tendencia positiva que no llega a ser significativa. En el
caso del HIP, no se observaron diferencias significativas en los niveles de TLR2 en ninguno de
los casos de estudio y en comparacion con los controles.

4.1.2. Activacion y translocacion al niucleo de NFkB/p65 y produccion de
mediadores inflamatorios, iNOS y COX-2.

El factor nuclear kappa B (NFkB) es uno de los factores celulares de transcripcion primarios,
implicado en el control y regulacién de la expresidén de distintos genes (Ghosh y Dass, 2016).
Este factor presenta una funcién principal en las respuestas inflamatoria e inmune,
respondiendo al estrés como puede ser la ingesta de una elevada cantidad de alcohol (Alfonso-
Loeches et al., 2010).

Una vez el alcohol atraviesa la barrera hematoencefdlica y se activan los receptores TLR4
(Alfonso-Loeches et al., 2016) que desencadenan la activacion de la via de sefializacion que
termina con la translocacion de NFkB/p65, se liberan mediadores inflamatorios, como iNOS y
COX-2, ademas de citocinas proinflamatorias que causan neuroinflamacién e incluso dafo
cerebral (Alfonso-Loeches et al., 2010).

De este modo, en primer lugar, se midieron los niveles de NFkB/p65 en los extractos nucleares
obtenidos de las muestras de estudio mediante inmunoelectrotransferencia, observandose si
se habia producido o no su translocacién al nucleo, y por tanto la activacién de la cascada
neuroinflamatoria asociada a TLR4. Como podemos observar en la Figura 9, se observa un
incremento en la translocacion del NFkB/p65 al nucleo, tanto en CPF como en HIP, que
ademas es significativo seglin muestra la cuantificacidn, para cada uno de los casos de estudio,
tanto en EW (prenatal), como EW (adolescente) o por consumo de alcohol en ambas etapas
(EE), comparando con sus controles no tratados (WW).

NFxB/p65
@@ CPF

CPF HIP E3 HIP
W-W E-W W-E E-E W-W E-W W-E E-E

NFkB-pss [0 W B B [ e D
oo [E =] » R

Figura 9: Translocacidn al nucleo del factor de transcripcién NFkB/p65 en el cértex prefrontal (CPF) e hipocampo
(HIP) tras la exposicion al alcohol durante el desarrollo. Etapas de consumo: WW, agua; EW, alcohol prenatal; WE,
alcohol adolescencia; EE, alcohol en ambas etapas. n=4/condicion. *p-valor<0.05, ***p-valor<0.001 (Test de la U-
Mann-Whitney, o bien, Test T Student).

Actividad NFxB

(Unidades arbitrarias)

Asimismo, se midieron los niveles de expresién de los mediadores inflamatorios iNOS y COX-2
mediante inmunoelectrotransferencia, para confirmar si tras una exposicion temprana al
alcohol, se mantenian los niveles de neuroinflamacién en el individuo adulto.

En la Figura 10, se aprecia un claro incremento de la liberacion de estos mediadores
inflamatorios tanto en CPF como en hipocampo, que es significativo para todas las etapas del
desarrollo estudiadas (EW, WE y EE) en ambas areas.
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Figura 10: Liberacion de mediadores inflamatorios iNOS y COX-2 en el cértex prefrontal (CPF) e hipocampo (HIP)
tras la exposicion al alcohol durante el desarrollo. Etapas de consumo: WW, agua; EW, alcohol prenatal; WE,
alcohol adolescencia; EE, alcohol en ambas etapas. n=4/condicidn. #p-valor<0.1, *p-valor<0.05, (Test T Student).

4.1.3. Activacion del inflamasoma NLRP3/Caspasa-1.

Otros receptores de interés fueron los receptores tipo NOD (NLRs) que se ha demostrado que
interactlan con los TLRs formando parte de una cascada de sefalizacion asociada a procesos
neuroinflamatorios (Glass et al., 2010; Bauernfeind et al., 2009; Becker y O’Neill, 2007).

Los NLRs son complejos multiproteicos conocidos como inflamasomas, donde el mds conocido
es el NLRP3 que se ha visto que participa en la neuroinflamacién de la respuesta inmunoldgica
desencadenada por el consumo de alcohol (Alfonso-Loeches et al., 2014; 2016).

Para que se produzca la activacidn del inflamasoma NLRP3, existen diversos componentes que
deben actuar coordinadamente para llevar a cabo la respuesta (Sutterwala et al., 2006), de
entre ellos, la cisteina proteasa Caspasa-1 tiene un papel esencial, puesto que su activacion
promueve el procesamiento proteolitico de citocinas proinflamatorias fundamentales a sus
formas biolégicamente activas (p.ej. IL1p e IL-18). De hecho, se ha demostrado que la
activacion de TLR4 y produccion de pro-IL1 actuaria como primera sefial preestimuladora o
“priming”, que junto con una segunda seial (p.ej. ROS mitocondrial) daria lugar al ensamblaje
del inflamasoma NLRP3, promoviéndose su reclutamiento y activacion (Alfonso-Loeches et al.,
2014).

En la Figura 11, podemos observar mediante inmunoelectrotransferencia los niveles tanto de
NLRP3 como de Caspasa-1. Los resultados obtenidos, muestran que los niveles de NLRP3
aumentan en CPF de manera significativa en todas las condiciones con respecto al control,
especialmente en la exposicion al etanol durante la etapa fetal (EW) y durante el consumo en
ambas etapas (EE), comparando con los controles no tratados (WW). Referente al HIP, se
observa un incremento claro de la expresidon del inflamasoma NLRP3 en EW y EE, no
observandose cambios apreciables durante el consumo de alcohol durante la etapa EW,
comparando con los animales controles, WW.

En cuanto a los niveles de activacidon de Caspasa-1, concretamente la Caspasa-1/p10, péptido
bioactivo, se demuestra que existe un aumento significativo en todos los casos de exposicion
temprana al alcohol durante el desarrollo (EW, WE, EE) tanto en CPF como en HIP, aunque en
el caso del consumo en etapa prenatal (EW) los cambios observados son menos significativos,
al igual que ocurria en el HIP con la expresién de NLRP3. Los datos muestran una correlacion
positiva con los niveles del inflamasoma NLRP3 y del fragmento activo p10 de Caspasa-1.
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Figura 11: Niveles de NLRP3 y Caspasa-1/p10 en el cértex prefrontal (CPF) e hipocampo (HIP) tras la exposicién al
alcohol durante el desarrollo. Etapas de consumo: WW, agua; EW, alcohol prenatal; WE, alcohol adolescencia; EE,
alcohol en ambas etapas. n=4/condicidn. # p-valor<0.1, *p-valor<0.05, **p-valor<0.01 (Test de la U-Mann-Whitney,
o bien, Test T Student).

4.1.4. Activacion y liberacion de “IL-1B8” asociada a procesos de
neuroinflamacion.

Diferentes estudios han descrito que los inflamasomas dependientes de Caspasa-1, como es el
caso de NLRP3, desencadenan un tipo de muerte celular programada conocida como
piroptosis (tipo de muerte similar a la necrosis) que se asocia a procesos de inflamacién y se
liberan al espacio citoplasmatico, citocinas entre las que destaca interleucina 1-beta (B) o IL-1B
(Miao et al., 2011). Por tanto, la presencia de IL-1B es un indicador de dafio celular, que indica
una activacion neuroinflamatoria, desde la percepcion en los receptores TLRs y NLRs hasta la
activacion de genes asociados a inflamacién como la propia IL-1B. Ademas, existen estudios
gue muestran que el alcohol puede inducir muerte celular programada, no sélo por apoptosis
sino también por piroptosis (Alfonso-Loeches et al., 2014; 2016).

Con el fin de evaluar si la activacion de la via NLRP3 conllevaba la liberacidn de la citocina IL-
1B, en las distintas condiciones de consumo de alcohol durante la ontogenia (EW, WE, y EE) a
las que se han expuesto los animales, y teniendo en cuenta las dos areas de estudio, tanto CPF
como HIP, se midid la expresion de la citocina IL-1B mediante un ensayo ELISA (ver Material y
Meétodos). En la Figura 12, podemos observar un claro incremento significativo en la liberacion
de IL-1B en la CPF en todas las condiciones experimentales estudiadas, tanto en etapa EW
(prenatal), adolescente (WE) y en ambas etapas (EE), en comparacién al control (WW). Sin
embargo, en el caso de las muestras analizadas de HIP, podemos decir que existe una
tendencia positiva al incremento de IL-1B que, pese a no ser estadisticamente significativa,
salvo en el consumo de alcohol en ambas etapas (EE), ha de ser tenida en cuenta.
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Figura 12: Variacion de los niveles de la citocina proinflamatoria IL-1f (pg/mg proteina) en el CPF e hipocampo
(HIP) tras la exposicidn al alcohol durante el desarrollo. Etapas de consumo: WW, agua; EW, alcohol prenatal; WE,
alcohol adolescencia; EE, alcohol en ambas etapas. n=4/condicién. #p-valor<0.1, *p-valor<0.05, **p-valor<0.01
(Test T Student).

19



4.2. ALTERACIONES DE MIELINA MANTENIDAS EN EL ADULTO TRAS
UNA EXPOSICION TEMPRANA AL ALCOHOL EN PERIODOS CRITICOS DEL
DESARROLLO.

Numerosos trabajos en humanos y en animales experimentales, han demostrado que el abuso
de alcohol causa desmielinizacion y alteraciones en las vainas de mielina (Pfferbaum et al.,
2010). Ademds, las ultimas evidencias, sugieren que muchas enfermedades
neurodegenerativas se encuentran asociadas a procesos de neuroinflamacién vy
desmielinizacidn (Felts et al., 2005; Marta et al., 2009; Sloane et al., 2010). Asimismo, se ha
podido comprobar que la activacién de los receptores TLR4, posee un papel fundamental en la
desmielinizacidn asociada a un consumo de alcohol crénico (Alfonso-Loeches et al., 2012), y
también en adolescentes con tratamiento intermitente de alcohol (Pascual et al., 2014).

Con el fin de comprobar si la exposicidn al alcohol en etapas tempranas era capaz de alterar y/
o mantener alteraciones que pudieran afectar a los procesos de mielinizacidn en el adulto, se
midieron mediante inmunoelectrotransferencia en extractos de proteina total, los niveles de
diversas proteinas que participan en el proceso de formacién de la mielina tanto en el
hipocampo (HIP) como en el cértex prefrontal (CPF). Las proteinas que se estudiaron fueron la
glicoproteina asociada a la mielina (MAG), la proteina bdsica de mielina (MBP), la proteina
proteolipidica (PLP) y el factor regulador de la mielina (MYRF). Las primeras tres proteinas, son
las principales encargadas del proceso de mielinizacidon, mientras que MYRF es un factor de
transcripcidn que regula la expresion genética de las otras tres, por tanto, los niveles de estas
proteinas deberian variar de manera coordinada.

En la Figura 13 se puede apreciar que la expresion de MYRF en la CPF disminuye notablemente
en todos los casos de exposicidn al alcohol durante etapas tempranas del desarrollo (EW, WE y
EE) con respecto al control no tratado (WW), mostrando un claro proceso de desmielinizacion
en consecuencia. No obstante, al observar la expresidon de estas proteinas en HIP, no se
muestran cambios significativos en la expresién de MYRF, que se mantiene estable.
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Figura 13: Niveles de expresion del factor de transcripcion MYRF en el cértex prefrontal (CPF) e hipocampo (HIP)
tras la exposicion al alcohol durante el desarrollo. Se midieron los niveles de MYRF en cada uno de los casos de
estudio y como control de carga se presenta Vinculina. Etapas de consumo: WW, agua; EW, alcohol prenatal; WE,
alcohol adolescencia; EE, alcohol en ambas etapas. n=4/condicién. **p-valor<0.01 (Test T Student).

En cuanto a las proteinas que intervienen en la formacidon de mielina, aunque se aprecia un
descenso global en conjunto para el CPF (ver Fig. 14), no presentan un mismo
comportamiento. Asi, mientras que los niveles de MAG se mantienen estables en los periodos
de consumo durante WE y EE, la exposicion prenatal al etanol (EW), causa una disminucion
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que resulta ser muy significativa. Respecto a los niveles de expresion de MBP, observamos que
tiene una clara tendencia a disminuir su expresion tanto en la etapa prenatal (EW), y mas
significativamente en adolescentes (WE), aunque parece que no se ve afectada en los dobles
expuestos (EE). Por ultimo, la proteina PLP disminuye significativamente en las etapas EW vy EE,
aunque en WE se mantienen los niveles estables. En definitiva, se podria decir que estos
resultados correlacionan con los obtenidos para el factor regulador MYRF (ver Fig. 13) en su
conjunto.

Asimismo, en la Figura 14, se midieron los niveles de estas proteinas implicadas en
mielinizacién en el HIP. En esta regidn cerebral se observa una disminucién en los niveles de
MAG y PLP, sobre todo en etapas de exposicion o consumo de alcohol, EW vy EE,
respectivamente. Sin embargo, en el consumo de alcohol durante el periodo de adolescencia
tardia (WE), no se observan cambios significativos salvo en la proteina MAG que disminuye
significativamente. También es remarcable que la MBP muestra una ligera tendencia a
disminuir en la etapa EW, pero en general se ve bastante estable, lo que correlacionaria con
los niveles observados de MYRF (Fig.13).
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Figura 14: Alteraciones en las proteinas implicadas en procesos de mielinizacion en el cértex prefrontal (CPF) e
hipocampo (HIP) tras la exposicion al alcohol durante el desarrollo. Se midieron los niveles de MAG (proteina
asociada a la mielina), MBP (proteina bésica de la mielina) y PLP (proteina proteolipidica) en los distintos casos.
Como control de carga se presenta GAPDH. Etapas de consumo: WW, agua; EW, alcohol prenatal; WE, alcohol
adolescencia; EE, alcohol en ambas etapas. n=4/condicién. # p-valor< 0.1, *p-valor<0.05, **p-valor<0.01 (Test de la
U-Mann-Whitney, o bien, Test T Student).

Los resultados obtenidos parecen indicar que existe una correlacion entre la activacion de los
receptores inmunes TLR4/NLRP3 y sus cascadas neuroinflamatorias, con una disminucion de la
expresion de las proteinas relacionadas con la produccion de mielina, demostrandose asi que
el TLR4 es un factor clave en los procesos de mielinizacidn tras un consumo de alcohol durante
la ontogenia temprana, manteniéndose estos cambios importantes en el individuo adulto.

4.3. CAMBIOS EPIGENETICOS DEBIDOS A LA EXPOSICION TEMPRANA
AL ALCOHOL DURANTE EL DESARROLLO.

La acetilacion de histonas es un proceso importante que controla la expresidn genética y que
participa en los procesos de aprendizaje y memoria, los cuales se ven afectados en muchas
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enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas (Graff y Mansuy, 2009; Graff et al., 2012). Al
mismo tiempo, la adiccién al alcohol y su consumo esta asociado con cambios epigenéticos en
la acetilacion de histonas (Pascual et al., 2012).

Por ello, quisimos evaluar si la exposicion al alcohol durante la etapa fetal (EW) o durante la
adolescencia tardia (WE) o en ambas (EE), habia producido cambios epigenéticos en el CPF o
en el HIP y si estos cambios se mantenian en la edad adulta. De este modo, se testaron
mediante ensayos de actividad los niveles de la histona acetilasa (HAT) y de la histona
deacetilasa (HDAC), segun se indica en el apartado de Material y Métodos. Los resultados de
las actividades en la Figura 15, mostraron una clara tendencia significativa a aumentar las
acetilaciones puesto que se observa una notable disminuciéon de la actividad deacetilasa
(HDAC) en CPF, mientras que en la actividad HAT no observamos variaciones significativas.
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Figura 15: Niveles de actividad de histona deacetilasa (HDAC) e histona acetilasa (HAT) en la corteza prefrontal
(CPF) e hipocampo (HIP) tras la exposicidn al alcohol durante el desarrollo. Etapas de consumo: WW, agua; EW,
alcohol prenatal; WE, alcohol adolescencia; EE, alcohol en ambas etapas. n=4/condicién. *p-valor<0.05, **p-
valor<0.01 (Test de la U-Mann-Whitney, o bien, Test T Student).

En cuanto al HIP, no se pudieron apreciar diferencias significativas en los animales que habian
sido expuestos a un consumo de alcohol en etapa EW y/o EE, aunque existe un aumento
significativo en la actividad HDAC en el caso de la exposicidon en etapa WE, cuando comparas
con los controles no tratados (WW) junto con una clara tendencia positiva que aumenta la
actividad HAT, aunque no llega a ser significativo (Fig.15).

Asimismo, en la Figura 16, para ver en qué lugar de las histonas se producia el cambio
exactamente, se testaron tres lugares potenciales de acetilacién mediante
inmunoelectrotransferencia de los extractos nucleares de CPF e HIP. Los aminodacidos
observados fueron las lisinas 5 (K5) y 12 (K12) de la histona H4, y la lisina 9 (K9) de la histona
H3.

En el CPF (Fig. 16A) observamos una clara tendencia al aumento en las diferentes etapas de
exposiciéon al alcohol (EW, WE y EE) de las histonas acetiladas (H3K9ac, H4K5ac Y H4K12ac),
aumento significativo que correlaciona perfectamente con los datos obtenidos en las
actividades. En las muestras de HIP (Fig. 16B), también existe cierta tendencia al aumento de
las acetilaciones en las etapas EW y EE. No obstante, se aprecia una disminucidn de acetilacién
en los adolescentes tardios (WE), comparando con los animales control no tratados (WW).

Ademas, también analizamos los niveles de la acetil-lisina (K-ac) que es la enzima que se
encarga de acetilar los residuos de lisina en diferentes proteinas diana, en este caso, las
histonas. Estas enzimas funcionan de manera que transfieren un grupo acetilo del acetil-CoA a
la lisina susceptible de ser acetilada y, por lo tanto, su expresidn deberia ir acorde con la
acetilacion de las diferentes lisinas de las histonas testadas.
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Los resultados obtenidos muestran que los niveles de K-ac, tienden a incrementar en CPF (Fig.
16A), presentando un aumento con tendencia significativa (p-valor<0.1) en todos los casos de
la exposiciéon al alcohol durante el desarrollo (EW, WE y EE), comparando con los animales
control (WW), lo que correlaciona positivamente con los resultados obtenidos de las
actividades HAT y HDAC (Fig.15). Sin embargo, en el HIP, K-ac s6lo aumenta en la exposicion
durante la etapa EW, en concordancia con los datos obtenidos para los niveles de las lisinas
acetiladas (ver Fig.16B).

Al mismo tiempo, quisimos también cuantificar otro tipo de alteracién epigenética, como es la
metilacién de histonas. Concretamente, medimos los niveles de la trimetilacién de la histona
H3 en la lisina 4 (H3K4me3), mediante ensayo de inmunoelectrotransferencia (ver Fig.16 A-B),
la cual no presenté cambios notables en ninguno de los casos de exposicion al alcohol durante
la ontogenia temprana en el caso del CPF. Sin embargo, en el caso de exposicidn de alcohol en
etapas EW y EE para el HIP, se vieron incrementados significativamente los niveles de la
histona H3K4me3, en comparacién con los controles no tratados (WW).
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Figura 16: Cambios epigenéticos asociados con acetilaciones y metilaciones en el cértex prefrontal (CPF) e
hipocampo (HIP) tras la exposicion al alcohol durante el desarrollo. Se midieron los niveles de acetilaciones de la
lisina 9 de la Histona 3 (H3K9), la lisina 5 y la 12 de la Histona 4 (H4K5 y H4K12, respectivamente), la acetilacién de
lisinas (K-Ac) y la trimetilacion de la H3 en la lisina 4 (H3K4me3) en los distintos casos de estudio. Se presentan
controles de carga de nucleos de la Histona H3 total y la Lamina A/C. Etapas de consumo: WW, agua; EW, alcohol
prenatal; WE, alcohol adolescencia; EE, alcohol en ambas etapas. n=4/condicion. # p-valor< 0.1, *p-valor<0.05, **p-
valor<0.01 (Test de la U-Mann-Whitney, o bien, Test T Student).
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4.4. DANO CEREBRAL ASOCIADO A LA EXPOSICION AL ALCOHOL
DURANTE LA ONTOGENIA TEMPRANA.

El alcohol es un componente neurotdxico, cuyo abuso causa neuroinflamaciéon e incluso
neurodegeneracion (Alfonso-Loeches et al., 2010; Pascual et al., 2007; Harper y Matsumoto,
2005). En este sentido, se ha pretendido estudiar el dafio cerebral que puede estar asociado a
un consumo de alcohol durante la ontogenia temprana, con el fin de conocer en profundidad
si los dafos producidos por el abuso de alcohol en la etapa prenatal (EW), en la adolescencia
tardia (WE) o incluso en ambas etapas (EE) son equiparables a los dafios ya conocidos que se
producen en la adolescentes (Guerri y Pascual, 2010), o quizas en niveles crénicos (Alfonso-
Loeches et al., 2010), ademas de ver si estos dafios se mantienen en la etapa adulta o no.

En la Figura 17, podemos observar mediante inmunoelectrotransferencia, los niveles de GFAP
(proteina acidica fibrilar glial que forma los filamentos intermedios del citoesqueleto de
astrocitos), Caspasa-3 (marcador de apoptosis) y Neu N (marcador de neuronas). Para
determinar la reactividad astrocitica, usamos GFAP, cuyo aumento es un indicador de procesos
de gliosis reactiva o glia activada en distintas enfermedades (Brenner, 2014). De hecho,
observamos altos niveles en las distintas etapas de exposicién al alcohol (EW, WE y EE) en la
CPF, en comparacion con sus respectivos controles no tratados WW, aunque para el HIP, no
observamos diferencias significativas.

Ademads, también se midieron los niveles de NeuN, los cuales disminuyeron en la CPF,
indicando que existe una ligera pérdida de neuronas, aunque no es significativa, que junto con
el aumento del fragmento activo p17 de la Caspasa-3 (C-3/p17) tanto en las etapas EW como
en EE, es un indicativo de muerte celular por apoptosis, y podria indicarnos que existe un leve
dafio neural que se mantiene en el adulto. Por otro lado, no existen cambios importantes en el
HIP, salvo una pequefia alteracion de Neu N que disminuye y C-3/p17 que aumenta
ligeramente, alteraciones mantenidas en el adulto tras una exposicion al alcohol durante
ambas etapas del desarrollo (EE). Estos datos confirman que existe dafo neural asociado a la
exposicién al alcohol durante las distintas etapas de la ontogenia temprana y que este dafo
puede ser mantenido de algin modo en el adulto en la CPF, y en menor medida en el

hipocampo.
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Figura 17: Daiio neural asociado a la neuroinflamacién producida en el CPF e hipocampo tras la exposicion al
alcohol durante la ontogenia temprana. Se midieron los niveles de GFAP (marcador de astrocitos), Neu N
(marcador de neuronas) y del péptido activo p17 de la Caspasa-3 (marcador de apoptosis) en los distintos casos de
estudio. Etapas de consumo: WW, agua; EW, alcohol prenatal; WE, alcohol adolescencia; EE, alcohol en ambas
etapas. n=4/condicién. # p-valor< 0.1, *p-valor<0.05 (Test de la U-Mann-Whitney, o bien, Test T Student).
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5. DISCUSION




5.1. NEUROINFLAMACION ASOCIADA A LA EXPOSICION AL ALCOHOL
DURANTE EL DESARROLLO: PAPEL DE LOS RECEPTORES TLR4/NLRP3.

5.1.1. Activacion de los receptores tipo Toll (TLR4) asociados a la exposicion
al alcohol durante etapas tempranas del desarrollo.

Los receptores tipo Toll tienen un papel clave en el desarrollo de las patologias derivadas del
consumo de alcohol en el cerebro (Alfonso-Loeches et al.,, 2010; Fernandez-Lizarbe et al.,
2013). Asimismo, también se han estudiado los mecanismos subyacentes desencadenados por
la activacion de los TLRs, donde un abuso de alcohol produce reduccién de masa cerebral y
muerte neural (Suzanne, 1988). Este proceso, ha sido estudiado en modelos experimentales
crénicos y adolescentes, no obstante, el periodo que une ambas etapas y al que se podria
denominar como adolescencia tardia, no ha sido investigado con anterioridad. Ademas,
aunque distintos estudios describen la exposicidn al alcohol en el estadio prenatal, y sus
efectos dafinos como es el Sindrome Alcohdlico Fetal (Guerri et al., 2009), es un campo de
estudio poco explorado, el cual va a ser discutido también en este trabajo.

Si el alcohol desencadena una respuesta inflamatoria y posterior degeneraciéon neuronal en
estas etapas, puede ser debido al aumento de la expresién de TLRs, concretamente TLR4 y
TLR2, como se ha sido descrito en el laboratorio de la Dra. Guerri anteriormente (Blanco et al.,
2007; Alfonso-Loeches et al., 2010; Fernandez-Lizarbe et al., 2013). Como se ha comprobado
en el apartado de resultados, los niveles de ambos receptores aumentaban tanto en corteza
prefrontal como en hipocampo, lo que nos indica que existe una sobreactivacion mantenida en
el adulto de estos receptores inmunes en las distintas situaciones de exposicidon al alcohol
durante periodos tempranos del desarrollo. La activacién de los TLRs, esta asociada a procesos
inflamatorios y degenerativos mediante la produccién de citocinas proinflamatorias (Okun et
al., 2009), donde también se liberan mediadores inflamatorios, los cuales contribuyen a una
mayor neuroinflamacién y dafio neural.

De hecho, se sabe que NFkB es un factor de trascripcién que se ve activado por la sefializacion
de TLR4 y TLR2 tras un consumo de alcohol (Fernandez-Lizarbe et al., 2014). Asimismo,
también se conoce que su activacidon es lo que desencadena la produccién de mediadores
inflamatorios como iNOS y COX-2, la liberacidn de citocinas proinflamatorias, las cuales tienen
una funcion clave en la respuesta inmune por consumo de alcohol (Blanco et al., 2005;
Fernandez-Lizarbe et al., 2009; Alfonso-Loeches et al., 2010; 2015). Ademas de participar en la
respuesta inmune, este factor tiene una gran importancia en el SNC puesto que regula
procesos como el aprendizaje y la plasticidad neuronal (Albensi y Mattson, 2000; Katschmidt et
al., 2006). Por lo tanto, es de esperar que sus niveles también aumenten en la corteza
prefrontal e hipocampo, donde se aprecia un incremento considerable de la expresién de los
receptores TLRs, lo que se confirma en nuestros resultados, donde existe un aumento
significativo del factor NFkB/p65 translocado al nucleo tras una exposicion al alcohol durante
el desarrollo. Nuestros resultados confirman, que existe una respuesta neuroinflamatoria
activa y latente en el individuo adulto tras una exposicion al alcohol durante los periodos
prenatal, adolescente o en ambas etapas, puesto que existe un aumento de los niveles de
receptores TLR4 y TLR2, también de los niveles de iNOS y COX-2, y esto sugiere que tanto el
TLR4 como el TLR2, son dianas importantes en los efectos del alcohol en estas dos etapas
vitales estudiadas (periodo prenatal y adolescencia), etapas que influyen principalmente en la
toma de decisiones y los procesos de memoria, dependiendo de si la sobreexpresion se
produce en corteza prefrontal y/o hipocampo, respectivamente.
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5.1.2. Interrelacion entre los receptores inmunes TLR4 y NLRP3 tras un
abuso de alcohol en el desarrollo: Papel del inflamasoma NLRP3.

Los procesos inflamatorios son vitales para la defensa de organismo frente a PAMPs y DAMPs
en el SNC. Pese a ello, muchas enfermedades neuroldgicas estdn relacionadas con una
neuroinflamacidon exacerbada, la cual provoca dafio neuronal, como ocurre en el caso del
Alzheimer (Lopez Gonzalez et al., 2016). En los procesos de inflamacién acontecidos en el SNC
se liberan compuestos inflamatorios a través de la sefializacion de receptores inmunes como
son el TLR4 (Alfonso-Loeches et al., 2010) y el inflamasoma NLRP3 (Alfonso-Loeches et al.,
2014).

Los inflamasomas o receptores tipo NOD participan en la regulacion del sistema inmune,
especialmente en la inflamacidn (Ting et al., 2006). De todos los NLRs, el mas conocido es el
inflamasoma NLRP3. Asimismo, también se sabe que NLRP3 precisa de un intermediario o
sefial para poder activarse tras la llegada del PAMP o la alarmina a la célula (Coll y O’Neill,
2011). Ademas, distintos estudios han confirmado que la activacién de TLR4 debida al
consumo de alcohol, actia como una sefial primaria (priming signal) que precede a la
activacion del inflamasoma en cultivos primarios de células nerviosas de raton (Alfonso-
Loeches et al., 2014), como ha sido descrito en otras enfermedades neurodegenerativas que
cursan con procesos de neuroinflamacion (Li et al., 2016).

En el presente trabajo, demostramos que un aumento en la expresidon de los receptores TLR4
tras una exposicion al alcohol e independientemente de la etapa del desarrollo, va ligado a un
dano neural provocado en parte por procesos de neuroinflamacién. Asimismo, los resultados
de los experimentos realizados en este trabajo, indican un aumento significativo de la
expresion del inflamasoma NLRP3, tanto en corteza prefrontal como en hipocampo, en las
condiciones de exposicion al alcohol durante la etapa prenatal y/o adolescente. Los datos
obtenidos tanto de TLR4 como de NLRP3 estan correlacionados, por lo que se deduce que la
ruta de inflamacién en la que participan ambos receptores esta activada.

De hecho, nuestros datos revelan un aumento significativo de los niveles de Caspasa-1 activay
de NLRP3, datos que confirman la formacidn del complejo del inflamasoma NLRP3, donde la
Caspasa-1 mediaria la maduracidn y procesamiento de pro-IL-1, desencadenando la liberacion
de citocinas pro inflamatorias como II-1p, IL-18 e IL-33 (Alfonso-Loeches et al., 2014; 2016). Los
resultados obtenidos muestran que, efectivamente los niveles de Caspasa-1 aumentaban
significativamente al igual que los de NLRP3, tanto en cértex prefrontal como en hipocampo
del individuo adulto tras una exposicion al etanol durante la etapa prenatal, adolescente y/o
durante ambas etapas. De hecho, una activacidn del inflamasoma conduce a muerte celular
por piroptosis, como ya se ha descrito anteriormente, donde se liberan citocinas que atraen a
células del sistema inmune como son los macréfagos (Fink y Cookson, 2005) durante procesos
inflamatorios causados por cualquier infeccién o dafio (Kinoshita, 2016).

5.1.3. Produccion de IL-1f, citocina proinflamatoria implicada en la
neuroinflamacion tras una exposicion al alcohol durante el desarrollo.

En el proceso inflamatorio se liberan diversas citocinas proinflamatorias, como IL-1(, IL-18,
TNF-a etc. que seran las responsables de llevar a cabo la respuesta inmune inflamatoria (Coll y
O’Neill, 2012).

El alcohol es capaz de producir la liberacién de citocinas como IL-1B, tras desencadenar una
respuesta neuroinflamatoria, donde se activa la cascada de sefializacién de TLR4/NLRP3. De
hecho, se ha demostrado que el consumo de alcohol causa una activacion de estos receptores
del sistema innato inmunitario dando lugar a la liberacién de citocinas proinflamatorias como
IL-1B (Alfonso-Loeches et al., 2014; 2016). La liberacion de citocinas esta en parte mediada por
una activacion del factor de transcripcidon nuclear NFkB/p65, que dara lugar a la produccién de
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pro-IL-1, y que posteriormente participa en la activacidon del inflamasoma con la produccién de
IL-1B. De hecho, existen estudios que demuestran que esta citocina, aumenta sus niveles de
expresion en adultos que fueron expuestos al etanol durante las etapas prenatal y/o
adolescente (Alfonso-Loeches y Guerri, 2011). Asimismo, nuestros resultados apoyan que los
niveles de IL-1B se incrementan significativamente en las areas de CPF e hipocampo en los
individuos adultos tras una exposicidon al alcohol durante el desarrollo, por lo que queda
demostrado que los receptores inmunes TLR4/NLRP3 y sus rutas de sefializacion asociadas, son
uno de los principales mecanismos implicados en esta respuesta neuroinflamatoria asociada al
abuso de alcohol en etapas tempranas del desarrollo. Del mismo modo, demostramos que
existe una neuroinflamacién notable, que se mantiene en mayor o menor grado en el
organismo adulto tras periodos de exposicion al alcohol en las etapas prenatal y/o
adolescente, procesos neuroinflamatorios que pueden afectar en cierto grado a los procesos
normales de aprendizaje, memoria, toma de decisiones, etc. en el individuo adulto.

5.2. ALTERACIONES EN MIELINIZACION DEBIDAS A LA EXPOSICION AL
ALCOHOL DURANTE EL DESARROLLO.

Existen numerosos estudios que indican que el consumo de alcohol, produce pérdida de grosor
de la vaina de mielina a través de procesos de neuroinflamacion (Sloane et al., 2010). De
hecho, varios trabajos demuestran la asociacién entre neurodegeneraciéon, neuroinflamacién y
disminucién de materia blanca cerebral (Glass et al., 2010). Normalmente, los procesos
asociados a la desmielinizacidn, suelen formar parte del cuadro clinico de diferentes
enfermedades autoinmunes y/o neurodegenerativas como la esclerosis miultiple (Back et al.,
2005) o la encefalomielitis diseminada aguda (Kadhim et al., 2003), por lo que es interesante
averiguar si ocurren procesos de desmielinizacion en nuestro modelo experimental.

Como hemos expuesto anteriormente, nuestros resultados indican claras y notables
alteraciones del factor regulador de la mielina (MYRF), el cual sufre una disminucidon en su
expresion en CPF en los distintos casos de exposicion al alcohol durante el desarrollo (EW, WE
y EE), lo que va ligado a una consecuente desmielinizacion, como se demuestra en otros
estudios (Koenning et al., 2012). No obstante, el hipocampo se mantiene estable, lo que indica
que este factor no se ve alterado por la exposicidn al alcohol en nuestro modelo experimental.
Del mismo modo, en este trabajo se demuestra que las proteinas que son reguladas por MYRF
y que participan en el proceso de la formacién y el mantenimiento de la vaina de mielina,
como son PLP, MAG y MBP, disminuyen significativamente en los casos de exposicién a alcohol
en el CPF, o cuanto menos tienen tendencia a la disminucidn, lo que correlaciona con los datos
obtenidos en MYRF para este modelo experimental. No obstante, en el hipocampo se percibio
un descenso en algunos casos en la expresion de estas proteinas asociadas a los procesos de
desmielinizacidn, aunque no de manera tan pronunciada como ocurria en la corteza
prefrontal, y de acuerdo a los datos obtenidos para MYRF en esta area.

Esta pérdida de proteinas relacionadas con la mielina, la cual se asocia a la disminucién del
grosor de su vaina, sugieren que la neuroinflamacién que acontece a causa de la exposicion al
alcohol durante el desarrollo, como se ha demostrado en el apartado anterior, desencadena
un dafio en los procesos de mielinizacién, llevando incluso a pérdida neuronal como hemos
visto previamente en nuestros resultados, donde se indica que existe cierto dafio neural
asociado a esta neuroinflamacién, y que discutiremos mas adelante. De hecho, algunos
estudios confirman la relacion entre la activacion de los receptores TLR4, neuroinflamacién y
danos en mielinizacion asociados al consumo de alcohol (Alfonso-Loeches et al.,, 2012;
Montesinos et al, 2015).
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Las alteraciones de la materia blanca, sobre todo en CPF, puesto que en hipocampo no se ha
visto que sea muy marcada, hace que el impulso nervioso vaya mucho mas lento de lo que
deberia, produciendo dafio severo en las funciones de la corteza prefrontal, de hecho, algunos
trabajos asocian el consumo de alcohol por “binge-drinking” con alteraciones en los
mecanismos de inhibicidn, toma de decisiones y racionalizacién (Euston et al., 2012).

5.3. LA EXPOSICION AL ALCOHOL DURANTE LA ONTOGENIA TEMPRANA
PRODUCE CAMBIOS EPIGENETICOS.

Existen evidencias que demuestran que la epigenética tiene un rol muy importante en los
procesos de aprendizaje y memoria (Graff y Mansuy, 2009; Malvaez et al.,, 2009). Ademas,
existen muchos estudios que describen cdmo el consumo de alcohol en adolescentes es capaz
de alterar estos mecanismos, donde se observa un cambio de comportamiento en la expresién
genética por las diferentes alteraciones epigenéticas (Pascual et al., 2012). También, se ha
demostrado que la idea de modificar artificialmente los cambios epigenéticos, puede ser una
potente herramienta terapéutica para paliar la sintomatologia de diversas enfermedades
(Pirooznia y Elefant, 2013). Por ello, al conocer exactamente qué cambios epigenéticos
acontecen en nuestro modelo experimental, daremos un paso importante en posibles terapias
para el tratamiento del alcoholismo o incluso, en casos como el Sindrome Alcohdlico Fetal.

Nuestros resultados, demuestran que las histonas se ven alteradas a nivel epigenético en
diferentes lisinas, tanto en corteza prefrontal como en hipocampo. La acetilacién de las
histonas es muy evidente, lo que conlleva una activacion de ciertos genes que previamente
estaban reprimidos (Zakhari, 2013). Asimismo, también se ha visto que la metilacién de
histonas es practicamente inexistente por consumo de alcohol, tal y como muestran nuestros
resultados, lo que correlaciona con la hipdtesis de un aumento de la expresidén genética,
puesto que la metilacion de histonas va ligada a represidon genética (Lacoste 2002). No
obstante, hay que tener en cuenta que hay estudios que asocian el consumo de alcohol con
una disminucion en la acetilacidon y por tanto, un aumento de actividad de la enzima HDAC
(Pascual et al., 2012; Sakharkar et al., 2016) lo que lleva a la suposicién de que el alcohol no
afecta de igual manera a todas las etapas de la vida durante el desarrollo a nivel epigenético, y
gue un consumo o exposicidn prenatal y/o adolescente al alcohol, sobre todo a nivel prenatal,
puede activar mecanismos de acetilacion de histonas como se ha visto en este trabajo y como
defienden otros autores (Wang et al., 2007; Finegersh, et al., 2015).

Existen distintos estudios que muestran que los TLRs y su activacién, pueden derivar en
cambios epigenéticos por remodelacidn en la cromatina (Foster et al., 2007). Esto se sabe que
ocurre en el consumo de alcohol de adolescentes (Pascual et al.,, 2012; Montesinos et al.,
2016), y ademas se ha visto como la neuroinflamacién también participa en alteraciones
epigenéticas en enfermedades neurodegenerativas como pueden ser el Alzheimer o el
Huntington (Sadri-Vakili et al., 2007; Sweatt, 2010). En los resultados del presente trabajo, se
ha visto como aumenta la expresidon de los receptores inmunes, especialmente TLR4, lo que
correlaciona con la acetilacion de histonas que se da a causa de un consumo de alcohol y que
se ha discutido en este apartado. Esto hace suponer que la neuroinflamacidon también esta
relacionada con la modulacién epigenética en nuestro modelo experimental.

5.4. DANO NEURAL ASOCIADO A LA EXPOSICION AL ALCOHOL
DURANTE ETAPAS TEMPRANAS DEL DESARROLLO.

Como hemos visto, el alcohol es un compuesto neurotédxico que actia sobre el cerebro de
manera negativa a distintos niveles, mediante procesos de neuroinflamacion, gliosis,
produciendo muerte celular programada (Alfonso-Loeches et al, 2010; 2014) o incluso
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disminuye la velocidad de trasmisién del impulso nervioso a causa de alteraciones en la
mielina (Alfonso-Loeches et al., 2012) entre otros. Todos estos procesos de neurodegeneracion
y neuroinflamacion asociados al consumo de alcohol, son capaces de mermar las funciones
cerebrales a niveles superiores, puesto que acontece una pérdida de neuronas importante
(Herculano-Houzel y Lent, 2005), una gliosis reactiva (Brenner, 2014) y muerte celular por
fragmentacion del DNA (Salvesen, 2002). En el apartado de resultados, se expone como varian
los niveles de tres proteinas clave en los procesos asociados a dafio descritos: NeuN, GFAP y
Caspasa-3, respectivamente, con el fin de estudiar si existe un dafo neural asociado que se
mantenga en el adulto, tras una exposicion al alcohol durante la ontogenia temprana.

La pérdida de neuronas la hemos estudiado mediante el uso de NeuN, proteina nuclear que
actia como biomarcador de neuronas. En efecto, cuando su nivel resulta mas bajo en los
consumidores habituales de alcohol, es debido a que existe muerte neuronal (Herculano-
Houzel y Lent, 2005). Nuestros resultados, muestran una disminucidn de esta proteina y, por
tanto, se deduce que la cantidad de neuronas, sobre todo en CPF, es mucho menor en los
casos de una exposicion temprana al alcohol (EW, WE y EE) que en los controles (WW). Esto
puede ser debido a la pérdida del grosor de la vaina de mielina, como se ha adelantado en
apartados anteriores (Brooks, 2000; Alfonso-Loeches et al.,, 2012), ya que hemos visto
alteraciones en las proteinas implicadas en procesos de mielinizacion durante estas mismas
etapas.

Asimismo, para determinar si existen procesos de gliosis reactiva, usamos la proteina acidica
fibrilar glial (GFAP), proteina que forma los filamentos intermedios del citoesqueleto de
astrocitos. De hecho, activaciones o incrementos en la inmunoreactividad de la GFAP, son
considerados como marcadores de neurotoxicidad tras un dafio neural (Otani et al., 2006),
ademas de participar en mecanismos de neurodegeneracion (Maragakis and Rothstein, 2006).
Como hemos expuesto en el apartado de resultados, los niveles de GFAP aumentan en mayor
o menor grado en las dos areas cerebrales estudiadas tras una exposicién temprana al alcohol
durante el desarrollo. Esto es indicativo de que puede existir una gliosis reactiva derivada de
esta exposicién temprana al alcohol, de hecho, diversos estudios indican que los procesos de
gliosis son debidos a un aumento de astrocitos en zonas lesionadas del cerebro, formando lo
gue se conoce como cicatrices gliales (Brenner, 2014).

Todo esto en conjunto, asociado a una posible activacién de la Caspasa-3 (C3), marcador de
apoptosis o fragmentacién de ADN (Salvesen, 2002), indicaria que el consumo de alcohol
durante etapas tempranas del desarrollo, produce un dafio neural asociado a procesos
neuroinflamatorios que se mantienen en el adulto, y donde hemos visto que uno de los
mecanismos que podrian estar involucrados en estos procesos, implican la activacion de los
receptores TLR4 y NLRP3, receptores inmunes asociados a la neuroinflamacién y dafio neural
causado por un abuso de alcohol.
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6. CONCLUSIONES




Tanto la corteza prefrontal como el hipocampo son dos areas cerebrales que se ven
profundamente afectadas por el consumo de alcohol durante el desarrollo.

La exposicion al alcohol durante periodos criticos del desarrollo del cerebro como, la
etapa prenatal y la adolescencia tardia:

2.1 Activa la sefializacién del TLR4, produciendo mediadores y citocinas
proinflamatorias que causan neuroinflamacion y alteran procesos clave en el
desarrollo del cerebro, que son irreversibles, ya que se mantienen en el individuo
adulto.

2.2 Incrementay activa los niveles del inflamasoma NLRP3/Caspasa-1, amplificando la
neuroinflamacidn asociada a la exposicidon al alcohol durante estas etapas, y
produciendo elevados niveles de citocinas proinflamatorias como IL-18.

2.3 Causa alteraciones de mielinizacion en el individuo adulto, mediante la reduccion
de los niveles de diferentes proteinas asociadas a estos procesos. Comprobamos
que el TLR4 tiene un papel fundamental en la activacion de mediadores que
conllevan a modificaciones en el grosor de la vaina de mielina.

2.4 Provoca la acetilacién de histonas y el descenso de actividad de la HDAC activando
la expresion de genes antes inactivos, debido a la neuroinflamacién y la
neurodegeneracion producidas.

Ademas, la exposicidon temprana al alcohol produce dafio cerebral asociado a procesos
de gliosis reactiva, disminucién en el nimero de neuronas e incremento de la muerte
neural por apoptosis.

Finalmente, los resultados de este estudio demuestran que la exposicion al etanol
durante periodos criticos del desarrollo del cerebro puede tener consecuencias
irreversibles que podrian conllevar disfunciones cognitivas y conductuales importantes
en el individuo adulto, como se ha demostrado en otros estudios.
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