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Introduccién

1. Alcoholismo.

El consumo de bebidas alcohodlicas es un habito ampliamente extendido y
culturalmente aceptado en la mayoria de las sociedades occidentales. En nuestro
pais, el consumo de bebidas como el vino o la cerveza es un acto social, cultural y
gastronomico consolidado dentro de las costumbres sociales. Sin embargo, el
consumo de bebidas alcohdlicas en Espafia y los problemas relacionados con las
mismas tienen gran importancia. Somos uno de los primeros paises productores y
también uno de los primeros consumidores (DGPNSD, 2010).

El alcohol es la droga de consumo mas extendida en Espafia segin los
ultimos datos recogidos por la Delegacion del Gobierno para el Plan Nacional sobre
Drogas (DGPNSD). Si bien el consumo de la poblacion general esta disminuyendo,
la proporcion de borracheras entre los jovenes no va en la misma direccion. En
2009/10 el 78.7 % de la poblacion espafiola entre 15 y 64 afios consumid alcohol
«en el tltimo afo», el 63.3 % lo hizo “en el Gltimo mes” y el 11% lo consumi6 “a
diario” (DGPNSD, 2010).

La dependencia y el abuso del alcohol son las enfermedades mentales mas
abundantes en Norteamérica, donde aproximadamente el 14% de la poblacion es
diagnosticado como alcoholico cronico durante algiin periodo de su vida (Lejoyeux
et al., 2000). Ademas, el alcohol esta implicado en practicamente la mitad de los
accidentes de trafico y en la mayoria de los homicidios, suicidios y casos de
violencia doméstica, siendo la ingesta cronica una importante causa de muerte.

Por su parte, durante los ultimos 30 afos los cientificos han puesto su
atencion en el problema del alcohol para descubrir sus bases, claves para el

tratamiento y la prevencion (Room et al., 2005).

2. Neuropatologia del alcohol.

Aunque la neurobiologia de las drogas psicoactivas se ha descrito con gran
detalle, no ocurre lo mismo en el caso del alcohol. Los efectos reforzantes del
consumo de alcohol parece que se deben a una interaccion con varios

neurotransmisores entre los que se incluyen el 4cido gammaaminobutirico (GABA)
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y el sistema opioide principalmente, aunque también afecta a la dopamina (DA), el
glutamato y la serotonina (Koob & Nestler, 1997).

La escasa informacién en el caso del alcohol se debe a que su mecanismo de
accion es inespecifico, ya que puede tener efectos en una amplia variedad de
sistemas de neurotransmision. Parece que el alcohol actiia no solo potenciando la
actividad inhibidora en los receptores GABA A, sino también reduciendo la
actividad excitadora en el subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA) de los receptores
glutamatérgicos. Es decir, el alcohol potencia la inhibicién y reduce la excitacion y
esto puede explicar su caracterizacion como “depresor” del funcionamiento neuronal
del sistema nervioso central (SNC). Estos efectos del alcohol pueden explicar
algunos de sus efectos toxicos, amnésicos y atdxicos. Sin embargo, teéricamente las
propiedades reforzantes del alcohol estdn mediadas por los efectos que sobre el
GABA Yy sobre el glutamato produce en la liberacion de dopamina en el sistema
mesolimbico (Figura 1). Por otra parte, también parece liberar tanto opidceos como
cannabinoides en el sistema de recompensa. El bloqueo de receptores cannabinoides
en animales reduce el craving por el alcohol en animales dependientes. El bloqueo
de receptores opiaceos con naltrexona en humanos alcoholicos disminuye el craving
y, en consecuencia, aumenta las tasas de abstinencia. Si uno bebe mientras estd
tomando naltrexona, los opidceos liberados no producen placer.

Se han propuesto varios mecanismos moleculares involucrando a los
receptores NMDA los cuales se regulan al alza por la administracion de etanol
confiriendo a las neuronas una mayor sensibilidad a la respuesta citotdxica inducida
por el glutamato. En virtud de esta alteracion de los receptores NMDA, el alcohol
también puede dafiar a las neuronas por la alteracion de la cadena respiratoria
mitocondrial, generando ademads estrés oxidativo. Otros mecanismos implican al
glutamato, a la toxicidad del aminoacido homocisteina con su grupo sulfhidrilo,
aunque esta accion se puede deber a deficiencias en folato, por la anemia nutricional

presente en muchos pacientes alcoholicos (Harper & Matsumoto, 2005).
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Figura 1. Accion del alcohol sobre el cerebro.

La toxicidad neuroldgica relacionada con el etanol comprende varias
entidades clinicas y patoldgicas, a saber: encefalopatia de Wernicke, sindrome
amnésico de Korsakoff, demencia alcoholica, atrofia cerebral, neuropatia alcohélica,
miopatia alcoholica, degeneracion cerebelosa, ambliopia nutricional alcohdlica,
mielinolisis central pontina, enfermedad de Marchiafava-Bignami y el sindrome
alcoholico fetal. Todas estas enfermedades afectan de forma predominante, cuando
no exclusiva, a sujetos dependientes del etanol, es decir, a alcohdlicos cronicos

(Diamond, 1992).

2.1 Alteraciones inducidas por el alcohol sobre el hipocampo.

Estd documentado que el consumo cronico de alcohol provoca dafios
cognitivos en los pacientes alcoholicos (Harper & Matsumoto, 2005). Algunos
estudios han sugerido que los dafios cognitivos pueden afectar al proceso de
recuperacion del paciente y a la implantacion de estrategias de tratamiento (Bates et
al., 2002).

Se ha identificado al hipocampo como una de las regiones mas sensibles a
los efectos del alcohol. Las funciones cognitivas en las que interviene esta region
como son la memoria a corto plazo y la memoria espacial, son particularmente

vulnerables a los efectos del alcohol (Ryabinin, 1998). Estudios de neuroimagen han
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mostrado una reduccién significativa del volumen hipocampal en pacientes
alcoholicos (De Bellis et al., 2000; Geuze et al., 2005). En modelos animales de
alcoholismo se observa una disminucion en el grosor de la capa granular del giro
dentado (GD) del hipocampo que se debe a una pérdida de neuronas (Walker et al.,
1980). Estudios de neuroimagen han documentado una pérdida tanto de sustancia
blanca como gris en la zona cortical y un aumento del tamafio de los ventriculos en
individuos consumidores de alcohol (Pfefferbaum et al., 1992; Sullivan et al., 1995;
Agartz et al., 1999).

La mayoria de los estudios post-mortem en humanos consideraban el periodo
del abuso del alcohol, pero no el periodo de abstinencia previo a la muerte. Este
punto deberia ser revisado ya que, estudios de IRM (Imagen por resonancia
magnética) han demostrado un grado notable de reversibilidad en el incremento del
tamafio del ventriculo observado en alcoholicos dentro de periodos cortos de
abstinencia (White et al., 2000). Concretamente, observaron que la disminuciéon de
los volumenes hipocampales es reversible con la abstinencia. La reversibilidad en la
pérdida de volumenes hipocampales ha sido atribuida a cambios en la sustancia
blanca del cerebro (Harding et al., 1997), pero la incorporacidén de nuevas neuronas
al giro dentado podria estar también afectada por el alcohol. Es importante sefalar,
que se ha demostrado una cierta reversibilidad en la pérdida de funciones cognitivas

dependientes del hipocampo, en los periodos de abstinencia.

3. Sistema opioide.

El sistema opioide endogeno tiene diversas funciones fisiologicas,
incluyendo la regulacion del dolor (inhibiendo la respuesta al estimulo doloroso), la
modulacion de la funcion gastrointestinal, endocrina, sistema autéonomo, el
aprendizaje y la memoria.

Los receptores opioides tienen un papel muy relevante en el circuito cerebral
de recompensa y la adiccion, representan el sustrato neurobioldgico comun que
media la propiedad reforzadora de la mayoria de las drogas de abuso, asi como la

dependencia fisica. Los opioides liberan dopamina en el nticleo accumbens (NAc),
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un fendmeno comun de todas las drogas de abuso, principalmente mediante la
inhibicion de las interneuronas GABA del 4rea tegmental ventral (ATV) (Gutstein &
Akil, 2001; Florez, 2003).

Los receptores opioides estan acoplados a proteinas G (Gai/ao). Tras la
estimulacion de un receptor opioide se produce una inhibicidon de la actividad de la
adenilciclasa, con reduccion de la concentracion del AMPc y de la actividad de la
proteinquinasa dependiente de AMPc o PKA, lo que resulta en una disminucién de
la fosforilacién de proteinas. Se produce ademds una facilitacion del cierre de los
canales de calcio en las neuronas presinapticas, por lo que se reduce la liberacion de
neurotransmisor, asi como, la apertura de canales de potasio (GIRK) de las neuronas
postsinapticas, lo que provoca una hiperpolarizacion de la membrana y como
consecuencia una reduccion de su activacion. Por tanto, son receptores que median

acciones inhibitorias (Florez, 2003) (Gutstein & Akil, 2001).

3.1. Alcohol y receptores opioides.

Como se ha indicado anteriormente el alcohol tiene efectos sobre diversos
sistemas de neurotransmision, como el del &cido GABA, la dopamina, los opioides y
la serotonina, y en afios recientes se han incorporado datos de su interaccidén con el
glutamato. En el cerebro, el alcohol actia sobre estructuras y sistemas relacionados
con sensaciones placenteras (sistema dopaminérgico mesolimbicocortical), lo cual le
confiere propiedades con potencial adictivo.

El sistema opioide es uno de los sistemas mas importantes en el control del
consumo de alcohol (O'Malley, 1996; Herz, 1997). Se ha propuesto que el alcohol
podria provocar la liberacion de ciertos péptidos opioides (Jamensky & Gianoulakis,
1997; Koob et al., 1998). Se ha sugerido que el incremento de actividad en el
cerebro de encefalinas o de B-endorfinas tanto en condiciones basales como en
respuesta al consumo de alcohol, puede ser importante para la iniciacion y
mantenimiento del alto consumo de la droga (Gianoulakis et al., 1997; Froehlich et

al., 2000). Asi mismo, se ha descrito que el incremento de la densidad de receptores
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opioides tanto p como 0 en areas del cerebro media en el reforzamiento positivo de
los efectos de las drogas de abuso (Marinelli et al., 2000).

Las B-endorfinas en el (ATV) actian inhibiendo la actividad de las neuronas
GABA¢érgicas, lo cual, a su vez, reduce la accion inhibitoria que en estado normal
produce GABA sobre las neuronas dopaminégicas de este area, incrementando asi la
liberacion de dopamina en las terminales que proyectan tanto a la corteza prefrontal
como al NAc (via mesolimbico-cortical) (Di Chiara & Imperato, 1988). Se sabe que
una gran variedad de drogas de abuso con mecanismos celulares diferentes actian
sobre esta via mesolimbico-cortical (Juarez, 2004).

Si consideramos que el alcohol provoca la liberacion de opioides enddgenos
como las B-endorfinas (Gianoulakis, 1990; Gianoulakis et al., 1996), y que varias
estructuras relacionadas con mecanismos de reforzamiento, como el NAc, tienen
receptores opioides, parte del efecto gratificante del alcohol puede ser mediado por
una accion directa de las B-endorfinas sobre estas estructuras, ademas de su accion
facilitadora en la liberacion de dopamina desde el TVA. Por otra parte, se ha
postulado que los niveles bajos de B-endorfinas pueden ser el resultado directo de un
consumo cronico de alcohol (Gianoulakis et al., 1996) y que esta deficiencia de B-
endorfinas durante el periodo de abstinencia puede contribuir a la generacion de
ansiedad y a la busqueda del consumo de alcohol, ya que se ha encontrado una
correlacion negativa entre los niveles de B-endorfinas y la ansiedad durante este
periodo (Kiefer et al., 2002).

El contenido de opioides, su biosintesis y liberacion estan alterados por el
consumo cronico de alcohol, aunque en la literatura existen discrepancias en cuanto
a la direccion de los cambios producidos. Se ha descrito que el etanol produce tanto
un aumento, una disminucion o incluso una ausencia de cambios en la actividad del
sistema opioide. Estas discrepancias en la literatura pueden ser debidas a las
diferencias metodoldgicas de los estudios como por ejemplo la administracion de
etanol (ingerido en la bebida, por la dieta, inhalado, etc.), la cantidad y la duracion
del consumo, al igual que las diferentes especies utilizadas (Kalant, 1985;
Gianoulakis, 1993; Tabakoft & Hoffman, 1996).

Cuando se deja de administrar el alcohol, se produce un aumento rebote del

AMPc. Este gran incremento del AMPc aumenta la excitabilidad de las neuronas y
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es la base molecular de los signos y sintomas de la abstinencia. Este fenomeno se ha
demostrado en el locus coeruleus, el NAc, el ATV y la sustancia gris periacueductal.
Parece ser que, el causante de la regulacion por incremento del sistema del AMPc es
el aumento de la produccion de un factor de transcripcion llamado CREB (proteina
que se une a elementos de respuesta a AMPc). Ademas, el CREB aumenta la sintesis
de dinorfina, sustancia que activa los receptores kappa en las neuronas del (ATV),
que produce una disminuciéon de la liberacion de dopamina en el NAc. Esta
reduccion contribuye al estado emocional negativo (disforia y anhedonia)

caracteristico de la abstinencia (Bailey & Connor, 2005).

3.2 La Naltrexona.

La utilizacion de farmacos ha incrementado de forma significativa los éxitos
terapéuticos del tratamiento de la dependencia alcohdlica, proporcionando un
profundo conocimiento de los procesos adictivos y un enfoque terapéutico mas
causal (Swift, 1999; Johnson, 2000).

Las principales acciones terapéuticas estan dirigidas a:

1. Provocar aversion al consumo de alcohol, utilizando farmacos
antidipsotropicos o interdictores, que actiian inhibiendo la metabolizacion del
acetaldehido (disulfiram, cianamida célcica).

2. Disminuir el refuerzo asociado al consumo alcohélico, bloqueando las
acciones opioidérgicas del etanol (naltrexona) y los receptores dopaminérgicos
(tiapride).

3. Disminuir la intensidad de los sintomas de abstinencia condicionados a las
situaciones de consumo y que incrementan el deseo de beber (acamprosato).

4. Aumentar la capacidad de control (naltrexona).

5. Disminuir la sintomatologia depresiva, que puede preceder a la recaida

(antidepresivos).

Uno de los fines de la terapia farmacoldgica para el alcoholismo es el evitar o

reducir el consumo de alcohol y las recaidas. Para ello se han empleado diferentes



Introduccién

sustancias, entre ellas los antagonistas opioides, los cuales, con base en la afinidad
por sus receptores, pueden ser inespecificos (naloxona, naltrexona) o especificos
(nalmefene, B-funaltrexamina, clocinnamox, naltrindole, naltriben,
norbinaltorfimina). El uso de estas sustancias se basa en sus propiedades de bloqueo
de los receptores opioides, reduciendo asi las propiedades reforzantes del alcohol.
Los antagonistas opioides mas estudiados y usados en clinica son los inespecificos,
de los cuales se sabe que tienen un efecto importante sobre el consumo del alcohol
(Coonfield et al., 2002), la tasa de recaidas y el deseo compulsivo de beber alcohol
en pacientes alcohoélicos.

La naltrexona (Figura 2) deriva de la naloxona, un antagonista opioide sin
propiedades de agonista. La actividad de la naltrexona es debida tanto al farmaco
como a su metabolito el 6-B-naltrexol, con una vida media de 2,7 = 1,0 h (Gonzalez
& Brogden, 1988). La naltrexona en el caso del alcohol, afecta al deseo de beber que
aparece antes y durante la ingesta etilica. El alcohol provoca un aumento de la
actividad opioide que, a su vez, provoca un aumento de la actividad dopaminérgica
en el NAc. Esto, a su vez, es la base de la capacidad del alcohol para producir
refuerzo y para provocar instantaneamente un aumento del deseo de seguir
consumiendo y que los pacientes perciben como pérdida de control tras las primeras
consumiciones. Mediante el bloqueo de los receptores opioides los consumos
iniciales de alcohol perderian su capacidad de refuerzo y, ademas, tras una primera
consumicion el paciente no perderia el control cayendo en un consumo masivo.

Siempre dentro de tratamientos con abordaje psicoterapico, integral e
individualizado para cada paciente, los diferentes estudios realizados hasta la
actualidad coinciden en que la naltrexona es eficaz, y bloquea el descontrol sobre el
consumo y la progresion a la recaida en aquellos pacientes que inician la ingesta de

alcohol durante el tratamiento de deshabituacion (O'Malley, 1996).
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naltrexone

Figura 2: Estructura molecular de la naltrexona

En la actualidad se estd estudiando el uso de la naltrexona en otras
patologias, como por ejemplo en la esclerosis multiple (Cree et al., 2010;
Sharafaddinzadeh et al., 2010) y en la fibromialgia (Younger & Mackey, 2009)
existen ensayos clinicos donde empleando bajas dosis de naltrexona (3-4,5 mg/dia)

se han observado mejoras en estos pacientes.

3.2.1. Mecanismo de accién de la Naltrexona.

El mecanismo de accioén de la naltrexona es bloquear la unién del ligando
opioide con su receptor reduciendo las propiedades reforzantes del alcohol,
disminuyendo de esta forma su consumo (Gardell et al., 1996; Parkes & Sinclair,
2000; Pettinati et al., 2006). Se ha descrito que la atenuacion de las propiedades
reforzantes del etanol por antagonistas opioides puede relacionarse con la inhibicion
de la accion de endorfinas endogenas en el NAc (Weiss & Porrino, 2002) y con el
bloqueo de la accion opioide sobre las neuronas que modulan la actividad
dopaminérgica en el ATV (Weiss et al., 1993; Lee et al., 2005). A su vez se ha
observado que la naltrexona tiene efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores
tanto in vitro como in vivo. (Ray et al., 1992; Greeneltch et al., 2004).

Se han postulado diferentes mecanismos que explican la accion
antiinflamatoria de la naltrexona:

- La naltrexona podria inducir intermediarios desconocidos cuya funcion

seria inhibir directamente al TNF-a, producido desde los macréfagos.
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- La induccién por la naltrexona de la produccion de diferentes citoquinas
antiinflamatorias como las interleuquinas 10, 4 y 3 (IL-10, IL-4 e IL-3),

las cuales disminuirian la produccion de TNF-a (Dinarello, 1997).

El oxido nitrico se puede combinar con el anidon superoxido para formar
anidn peroxinitrito una de las especies reactivas de nitrégeno mas potentes, el cual
se descompone para formar radicales hidroxilo (Beckman et al., 1990). Ambos,
anion peroxinitrito y radicales hidroxilo, son responsables de la iniciacion de la
peroxidacion lipidica celular, oxidacién de proteinas y dafio en la funcion
mitocondrial, lo cual puede causar dafio a los tejidos e inducir muerte celular
(Kukreja & Hess, 1992; Kukreja & Janin, 1997). Existen estudios que han
observado que la administracion de naltrexona reduce la infiltracion de linfocitos
polimorfonucleares en higado, los cuales indirectamente hubieran podido causar
dafio oxidativo, sugiriendo que algunos de los efectos beneficiosos de la naltrexona
dependen de sus propiedades antioxidantes (Wang et al., 2008).

Pero en la actualidad atn no se conoce con exactitud si la naltrexona tiene
propiedades antioxidantes por ella misma, o si es a través de mecanismos

secundarios.

4. Elemento de respuesta a la union de AMPc (CREB).

CREB es uno de los factores de transcripcion que estd unido como dimero al
elemento de respuesta del AMPc (CRE), una secuencia especifica del DNA. El sitio
de CRE se encuentra en el interior de una region reguladora (promotora o
potenciadora) de numerosos genes, si un promotor contiene CREs, entonces podria
ser sujeto de regulacion por CREB, dependiendo de multiples factores especificos
del tejido, incluyendo la conformacién de la cromatina cercana. Tradicionalmente se
ha pensado que los dimeros CREB estaban unidos a su sitio CRE en condiciones
basales, pero en la actualidad se sabe que son inactivos. Segliin este punto de vista,

eventos en la membrana neuronal, los cuales estimulan la cascada de sefializacion
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intracelular, causan la fosforilacion de ambos miembros del dimero de CREB y
provocan su actividad transcripcional (Mayr & Montminy, 2001) (Figura 3).

La proteina CREB se expresa en todas las células del cerebro, es un miembro
de la familia de proteinas que actiian como factor de transcripcion. Se localiza en el
interior del nucleo, factores de transcripcion como CREB son cruciales para unir
estimulos de transcripcion: transmision de eventos que ocurren en la membrana
celular hacia alteraciones en la expresion de genes. Por esta razon la alteracion de la
expresion génica de esta proteina, como regula la expresion de practicamente todos
los tipos de proteinas neuronales, puede tener como efecto ultimo afectar a la
funcién de neuronas individuales y a circuitos neuronales (Carlezon et al., 2005).

Numerosas rutas de sefializacion intracelular (Figura 3) estdn envueltas en la
transmision de informacion desde el receptor de membrana que media su accion
hasta el nucleo, donde interactian con CREB para provocar procesos que culminan
en la transcripcion de genes. Los efectores de las rutas de sefalizacion implican a la

adenilato ciclasa (AC), al AMPc, Ca*" y MAPK (mitogen activated proten kinase).

Neurotrphins
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Figura 3: Rutas y eventos que intervienen en la activacion de CREB. (Adaptado de
Carlezon W.A. et al. (Carlezon et al., 2005).
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Cambios en la fosforilacion de CREB y otros factores de transcripcion
dependientes de AMPc regulan la transcripcion de genes que son dependientes de la
activacion de su elemento de respuesta a AMPc (CREs) (Guitart et al., 1992; Lane-
Ladd et al., 1997).

4.1 Modulacion de la expresion de CREB por el alcohol.

Algunos estudios han demostrado que el consumo cronico de etanol
disminuye la actividad de la adenilato ciclasa y disminuye la expresion y funcion de
la proteina G estimuladora (G;) e incrementa la proteina G inhibidora (G;j) en
roedores (Wand & Levine, 1991). También se sabe que la fosforilacion mediada por
PKA esta disminuida en el cerebro de ratas tratadas de forma cronica con etanol si se
compara con ratas controles (Rius et al., 1988). Al igual que varios componentes de
la cascada de transduccion de AMPc estan disminuidos en el cerebro de los roedores
durante la dependencia al etanol (Wand & Levine, 1991), es posible que la funcion
del gen de factor de transcripcion CREB esté alterada durante la dependencia al
etanol.

CREB juega un papel central en los procesos de adiccion (Nestler, 2001;
Carlezon et al., 2005; Spanagel, 2009). El etanol sigue un perfil farmacologico muy
complejo y varios sistemas de sefalizacion han sido identificados como
moduladores de la funcion de CREB, el cual se podria utilizar como “target” del
etanol (Spanagel, 2009).

Diversos estudios se han centrado en el papel de CREB y sus genes diana,
como el factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF), neuropéptido Y (NPY), la
actividad reguladora asociada a citoesqueleto (Arc) y el factor liberador de
corticotropina (CRF), en el desarrollo de la adiccion al alcohol (Heilig & Koob,
2007; Davis, 2008; Pandey et al., 2008; Thorsell, 2008). Se cree que CREB juega un
importante papel en los efectos de recompensa y refuerzo de muchas drogas de
abuso (Berke & Hyman, 2000; Nestler, 2001; Nestler, 2002). Se sabe que la
fosforilacion de CREB establece un papel crucial para la sintesis de novo de
proteinas que participan en el mantenimiento de una normal plasticidad sinaptica

(Duman et al., 2000; Josselyn et al., 2001).
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En un principio existen dos rutas celulares que provocan la fosforilacion de
CREB. La primera, neurotransmisores que estimulan la generacion de AMPc
provocan la fosforilacion de CREB. Estos neurotransmisores interactian con
receptores especificos de superficie acoplados a proteinas G. Seguido de Ia
activacion de la proteina G se activa a la AC y es ésta la que genera la formacion de
AMPc, este AMPc se une a la subunidad reguladora de la PKA, induciendo la
disociacion y produccion de la subunidad catalitica de ésta. La subunidad catalitica
de PKA se transloca al interior del nucleo y es donde ésta fosforila a CREB en su
serina 133.

En la segunda ruta propuesta, CREB puede ser fosforilado a través de rutas
independientes a AMPC, por ejemplo la activacion de la proteina kinasa
Ca/calmodulina (Cam Kinasa IV) por calcio-calmodulin produce la fosforilacion de
la serina 133 de CREB (Figura 3). La ruta del segundo mensajero AMPc parece ser
una importante diana para los efectos tanto de la exposicion aguda como crénica al
etanol en cerebro y otras células del organismo (Hoffman & Tabakoff, 1990).

La exposicion aguda de etanol estd asociada con la induccion de la
fosforilacion de CREB. En cambio a diferencia de lo que ocurre con la exposicion
aguda, tratamiento prolongado con etanol no es capaz de inducir la fosforilacion de
CREB a niveles logrados durante la exposicion inicial al etanol. El equilibrio entre
CREB y su forma fosforilada depende del contenido nuclear de kinasas capaces de
fosforilar a CREB y de fosfatasas capaces de defosforilar a CREB. Es plausible que
la exposicion crénica a etanol induzca actividad fosfatasa en el nucleo. Algunas
proteinas serin/treonin fosfatasas han sido identificadas en células eucariotas, estas
fosfatas son capaces de defosforilar a la serina-133 de CREB (Hagiwara et al., 1992;
Wadzinski et al., 1993).

Alternativamente es posible que la exposicion crénica a etanol provoque una
reduccion nuclear de los niveles de kinasas que fosforilan a la serina 133 de CREB,
y por tanto reducir la transcripcion del gen, en este aspecto, la unidad catalitica de
PKA (PKA-C) y la unidad catalitica de cam kinasa IV son posibles candidatas. En
algunos estudios han observado que la exposicién cronica a etanol reduce la
expresion nuclear de estas kinasas en el cerebelo de rata. Para PKA-C, esto podria

ser debido por la desensibilizacion de la cascada adenil ciclasa por la administracion
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cronica de etanol. También es posible que el consumo crénico de etanol produzca un
descenso en la biosintesis de PKA, provocando degradacién o inhibicion de la
translocacion de la kinasa del citosol al nucleo. Existen precedentes de la habilidad
del etanol para alterar el trafico de proteinas (Diehl, 1992).

Ademas de la reduccion de la fosforilacion de CREB, la exposicidon cronica
al etanol también altera la actividad de uniéon de CREB. De aqui se podria predecir
que como el etanol produce alteraciones en la fosforilacion de CREB y en actividad

de la union de CREB esto reduciria la expresion de genes dependientes de CRE.

5. Factor Neurotréfico derivado de Cerebro.

BDNF es un miembro de la familia del grupo de cisteinas, sustancias
neurotroficas que también incluyen a NGF (factor de crecimiento neural),
neurotrofinas (NT-3) y NT4/5 en mamiferos. NGF es un factor de supervivencia de
neuronas simpaticas y colinérgicas en el SNC. BDNF y NT-4 estdn ampliamente
expresadas en hipocampo, cerebelo y corteza. BDNF puede estar producida por
astrocitos bajo condiciones patologicas (Zafra et al., 1992; Juric et al., 2006), BDNF
también es producido por plaquetas (Karege et al., 2002) linfocitos (Krause et al.,
2008) y por el endotelio vascular. Es un factor angiogénico, y ademas esta
relacionado con la respuesta vascular y hemodinamica del etanol.

Las neurotrofinas inician eventos de sefalizacion que subyacen al
aprendizaje, memoria y plasticidad neuronal (Fischer et al., 1987; Alonso et al.,
2005). La sintesis y liberacion de neurotrofinas depende de la actividad, lo cual es
consistente con su papel como modulador de la resistencia y mantenimiento de la
sinapsis (Canossa et al., 1997; Lessmann, 1998).

Las neurotrofinas inician su sefalizacion por la unidon a receptores de baja
(p75) o de alta (trk) afinidad. Las isoformas de los receptores de alta afinidad son
trkA y trkB, a éstas se unen de forma preferente el factor de crecimiento neural

(GNF) y BDNF respectivamente (Bibel & Barde, 2000; Huang & Reichardt, 2003).

La expresion del gen de BDNF estd controlada a través de cuatro

promotores. Es de particular interés que la expresion de uno de ellos esta regulada
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por la actividad neuronal a partir del flujo de Ca*" a través de canales de Ca*". El
Ca®" citoplasmatico activa la transcripcion de BDNF a través de una cascada de
sefializacion de protein-kinasas que conllevan la activacion de de diversos factores
de transcripcion, incluyendo CREB. BDNF esta inducido por la actividad neuronal y
esta implicado en el desarrollo, crecimiento de neuritas, plasticidad sinaptica, y
regulacion de la morfologia dendritica (Poo, 2001; Kuczewski et al., 2009). La
activacion de TrkB provoca la internalizacion del receptor y su union a proteinas
adaptadoras, Grb2 y SOS, las cuales interaccionan con la proteina Ras, provocando
la activacion de MAPK (Poo, 2001; Reichardt, 2006). La sefalizacion de BDNF,
especialmente a través de MAPK, finaliza en la activacion de CREB (Tao et al.,

1998; Pizzorusso et al., 2000). Ademas BDNF y TrkB son genes diana de CREB.

6. Neurogénesis en el hipocampo adulto.

La neurogénesis es la produccion de las células SNC, es decir, de neuronas y
células gliales. El término neurogénesis se aplica especialmente a los seres humanos,
si bien se da logicamente en cualquier animal que posea sistema nervioso y, por
tanto, células nerviosas.

La produccion de nuevas neuronas en periodos posteriores al nacimiento fue
negada hasta bien avanzada la segunda mitad del siglo XX (Ramoén y Cajal, 1928).
Hoy en dia se sabe que tanto las neuronas como las células gliales se siguen
produciendo por la diferenciacion de células madre durante toda la vida de los
organismos (Kuhn et al., 1996).

Desde el principio de 1990 numerosos estudios han demostrado que nuevas
neuronas se forman en dareas restringidas en el SNC adulto (Gage, 2000;
Kempermann & Gage, 2000; Alvarez-Buylla & Garcia-Verdugo, 2002). En
humanos la generacion de nuevas neuronas se ha constatado y descrito en diferentes
zonas del sistema nervioso: en bulbo olfatorio, en hipocampo y en diferentes areas
de la corteza cerebral (Kempermann & Gage, 2000; Lledo et al., 2006). También se
ha descrito esta neurogénesis en la region prefrontal, que controla el proceso de
ejecucion de decisiones y que estd involucrada en la memoria a corto plazo; también

en la region temporal inferior, que act@ia en el reconocimiento de caras u objetos y
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en la region parietal posterior, importante en la percepcion de relaciones espaciales y
de la imagen corporal.

La integracion de neuronas en redes neuronales sigue estas fases (Figura 4):
1) proliferacion de la célula madre, 2) desarrollo de una célula progenitora, 3)
diferenciacion a una neurona inmadura, 4) migracion a su destino final, 5) desarrollo
de axones y dendritas y formacion de sinapsis con otras neuronas del circuito, 6) y al
final, maduracion a una neurona de pleno funcionamiento. Aunque estos pasos son
iguales a las neuronas formadas en el desarrollo embrionario, la diferencia mayor es
que las neuronas formadas en la neurogénesis adulto tienen que hacer todo estos
pasos en un entorno madurado y tienen que incorporarse a circuitos ya existentes.

Estudios actuales muestran que el flujo se ve modificado ante la presencia de
tumores cerebrales o ciertas dolencias. Se sabe que las corrientes de neuronas varian
su destino para irrigar las zonas tumorales, pero actualmente se discuten temas como
la velocidad de corriente o el papel de las corrientes neuronales en los tumores

cerebrales (Guzman-Marin et al., 2007).
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Figura 4. Neurogénesis en el giro dentado del hipocampo adulto. 1. Proliferacién: Células madre
(rosa) en la capa subgranular del giro dentado estimulan a células que se diferencian en neuronas
inmaduras. 2. Migracion: Neuronas inmaduras migran a la capa subgranular del giro dentado. 3.
Integracion: Neuronas inmaduras maduran a nuevas neuronas granulares gracias a estimulos del
cortex entorrinal y extienden sus proyecciones a CA3. Adaptado de Lie et al. (Lie et al., 2004)

El hecho que nuevas neuronas se forman durante toda la vida en el SNC, no
solamente proporciona un modelo Unico para entender el mecanismo bésico del
desarrollo neuronal en el SNC adulto, sino que ademads abre la posibilidad de poder
estimular este proceso como una nueva estrategia para la terapia de patologias del

SNC.
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6.1 Marcadores de supervivencia y proliferacion.

6.1.1 Bromodeoxiuridina (BrdU).

La bromodeoxiuridina (5-bromo-2-deoxyuridine, BrdU) es un nucledtido
sintético analogo de la timidina. La técnica de BrdU es comunmente utilizada en la
deteccion de células en division en tejidos vivos ya que el BrdU puede incorporarse
a la nueva sintesis de ADN en la proliferacion de las células (durante la fase S del
ciclo celular), sustituyendo a la timidina durante la replicacion del ADN. Se utilizan
anticuerpos especificos para BrdU para detectar los productos quimicos
incorporados por lo que células marcadas con BrdU se encontrarian en fase de
proliferacion celular (Gross, 2000). La unidon de los anticuerpos requiere de la
desnaturalizacién de ADN, en general, por exponer las células a 4cido o calor.

Debido al hecho de que el BrdU puede reemplazar la timidina durante la
replicacién del ADN, puede causar mutaciones, por lo que solo se usa en animales
de experimentacion.

En la actualidad el uso de bromodeoxiuridina es una de las principales
técnicas para el marcaje de la proliferacion neuronal para asi, caracterizar las
alteraciones de este fenomeno que se producen durante determinadas patologias.
Rao et al., estudio la disminucién de la neurogénesis en ratas adultas y como se
producia también una disminucion significativa del aprendizaje (Rao et al., 2006).
Actualmente se ha descrito la disminucion de la neurogénesis en el giro dentado en
enfermedades como infartos de miocardio e isquemias (Kuan et al., 2004), diabetes
(Saravia et al., 2004) alcoholismo (Herrera et al., 2003) y como la administracion de
diferentes antioxidantes es capaz de proteger este proceso (Herrera et al., 2003;

Chucair et al., 2007).

6.1.2. Doblecortina.

La doblecortina (DCX) es un marcador endogeno para estudiar la
neurogénesis adulta y la morfologia de las neuronas recién formadas (Rao & Shetty,
2004). DCX se expresa en las células tempranas que estan destinadas a convertirse

en neuronas (Brown et al., 2003). DCX es una fosfoproteina asociada a los
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microtibulos del citoesqueleto que contribuye a la reorganizacion de los
microtiibulos, y estd expresada tanto en citoplasma como en las dendritas de los
nuevos neuroblastos durante la elongacion dendritica y arborizacion neuronal. El
desarrollo completo del arbol dendritico indicado por una arborizacion hacia el
exterior de la capa molecular sugieren que las neuronas han madurado y se estan
integrando de forma correcta en la circuito hipocampal, lo cual es un proceso
requerido para una funcion correcta del hipocampo (Rihn & Claiborne, 1990;
Schmidt-Hieber et al., 2004).

La expresion de DCX empieza de forma temprana durante las primeras horas
después de la division celular y permanece durante un periodo de unas pocas
semanas (Figura 5), durante este tiempo las células migran, se diferencian y
extienden sus arboles dendriticos, transformandose gradualmente en neuronas. Tan
pronto como la células se convierte en neurona madura y empieza la expresion de
NeuN, la inmunoreactividad de DCX decrece drasticamente (Brown et al., 2003).

Por ello, el patron marcado por DCX es util para el estudio de los cambios
morfologicos de las neuronas recién formadas. Ademas como es un marcador
endogeno, proporciona una validacion independiente de la proliferacion de las

células progenitoras neuronales y de neurogénesis.
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Figura 5: Esquema de la cascada de diferenciacion neuronal. Adaptado de (Encinas et al., 2006).

6.2 Neurogénesis y etanol.

Se ha demostrado que numerosos factores, tanto endégenos como exdgenos,
regulan las diferentes etapas de la neurogénesis adulta. Factores hormonales y
neuroendocrinos, neurotransmisores y factores de crecimiento, estrés, actividad
fisica, el aprendizaje y la memoria, la complejidad ambiental y agentes
farmacoldgicos, incluyendo sustancias de abuso, se han visto implicados de una
manera o de otra en la regulacion de la neurogénesis en el sistema nervioso central
del adulto (Ming & Song, 2005; Christie & Cameron, 2006). El hecho demostrado
de que la exposicion a drogas de abuso afecta de forma negativa a la capacidad de
autorrenovacion del hipocampo adulto aporta crecientes especulaciones del papel
potencial que tiene la adiccion sobre la neurogénesis, como es el caso de la cocaina
(Canales, 2007).

El alcohol ha sido una de las drogas mas estudiadas estos ultimos afos.
Investigaciones iniciales indicaban que la administracion aguda disminuia la
proliferacion celular en el giro dentado (GD) (Nixon & Crews, 2002). Los mismos

autores observaron que el dafio en la proliferacion después del consumo agudo de
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etanol era seguido de un aumento brusco en la proliferacion una semana después de
la exposicion al alcohol, y un incremento en la expresion de doblecortina en el GD
dos semanas después del tratamiento (Nixon & Crews, 2004). Esos datos sugieren
que existe una compensacion y reversibilidad de los efectos de la administracion
aguda de etanol sobre la proliferacion celular después de la abstinencia.

Tras la administracion cronica de etanol la neurogénesis, en concreto la
supervivencia de las nuevas células formadas, y la potenciacion a largo plazo (LTP)
en el hipocampo esté alterada significativamente en ratas tratadas cronicamente con
dieta liquida que contiene etanol (Herrera et al., 2003; Johnsen-Soriano et al.,
2007a). En estos trabajos se implica al estrés oxidativo como un factor que
contribuye a la muerte celular y como la administracion de un antioxidante como es
el ebselen previene la toxicidad producida por el etanol en las células del
hipocampo. A su vez el tratamiento cronico con etanol produce un déficit progresivo
en el aprendizaje y en la memoria, tal como se ha observado en una gran variedad de
estudios de comportamiento (Walker & Freund, 1971; Walker & Freund, 1973; Fehr
et al., 1976).

El déficit en las funciones cognitivas dependientes del hipocampo ha sido
observado después de una exposicion cronica a las dietas liquidas que contienen
alcohol. Estos modelos reproducen también muchos de los efectos del alcoholismo
observados en humanos, incluyendo cambios en el higado, efectos gastrointestinales
y neuropatias periféricas (Lieber et al., 1989). Conociendo los cambios que ocurren
en el cerebro causados por el alcohol es posible desarrollar nuevas terapias de

intervencion.

7. Estrés oxidativo. Radicales libres.

Se define estrés oxidativo como una situacion de desequilibrio entre agentes
oxidantes y antioxidantes en favor de los primeros (Sies, 1991). La vida aerobia se
caracteriza por una formacion constante de prooxidantes balanceada por la
desaparicion de los mismos debida a los antioxidantes.

Se denominan radicales libres a todas aquellas moléculas que contienen en su

orbital més externo un electron desapareado, por tanto, el electron de dicho orbital
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necesitaria de otro para poseer una configuracion bioquimica y electromagnética
estable. Los radicales libres tienden a reaccionar dvidamente con otras moléculas
cercanas para completar este orbital incompleto, desestabilizando con ello la
configuracion electronica de las moléculas con las que reaccionan, convirtiéndolas a
su vez en especies reactivas y pudiendo producir reacciones en cadena.

La terminologia empleada para designar estas especies quimicas presenta
cierta confusion. En el organismo y en condiciones normales, la mayoria de los
radicales libres (RL) proceden de la respiracion aerobia y contienen oxigeno, (como
el anidon superdxido y el radical hidroxilo) por este motivo muchos autores los
llaman “especies reactivas de oxigeno” (ROS). Estas dos denominaciones (RL y
ROS), no son exactamente sindnimos, puesto que algunas ROS no son radicales,
como el peroxido de hidrégeno o el acido hipocloroso. Otros autores hablan de
oxidantes. Por todas estas razones lo habitual es referirse indistintamente a los
radicales libres, las ROS o los oxidantes.

Existen también las especies reactivas de nitrogeno (RNS) que derivan del
metabolismo del 6xido nitrico. El 6xido nitrico, debido al electron desapareado que
presenta en su orbital mas externo es por si mismo un radical, pero ademas, en su
metabolismo tienen lugar reacciones con el oxigeno molecular, ROS, metales de
transicion o tioles que daran lugar a la produccion de RNS como el peroxinitrito
(ONOO-), trioxido dinitrégeno (N203), didxido de nitrogeno (.NO2), o nitratos
(NO3-) y nitritos (NO2-), destacando entre ellas el primero por su alta reactividad.
Por lo tanto, también existe el concepto de estrés nitrosativo, que se produce cuando
existe una produccion excesiva o desregulada del 6xido nitrico y las especies
reactivas del nitrogeno que de ¢l derivan (Hausladen & Stamler, 1999). Esta
situacion puede ocurrir in vivo en distintas patologias, entre ellas las asociadas a
procesos inflamatorios, neurotoxicidad, isquemias o durante la neurotransmision que

tiene lugar mediante activacion de receptores NMDA (Klatt & Lamas, 2000).

Los radicales libres, como se describe a continuacion, intervienen tanto en

situaciones fisiologicas como patoldgicas en el organismo vivo.
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7.1 Papel fisiologico de los radicales libres.

Se ha demostrado la funcién de los radicales libres en la defensa
antimicrobiana y antitumoral, también como mensajeros e inductores genéticos
(Satriano et al., 1993; Zimmerman et al., 2002; Hardy & Hunt, 2004; Al-Shabrawey
et al., 2008). Pueden intervenir en la inactivacioén o activacion de ciertas enzimas,
(Fillebeen & Pantopoulos, 2002; Minamiyama et al., 2007) o, contribuir a la
regulacion de la extension del proceso inflamatorio (Bourbon et al., 2004). Ademas,
se ha postulado que el balance oxidante-antioxidante puede intervenir en el proceso
de la apoptosis (Svensk et al., 2004; Gupta et al., 2007). El 6xido nitrico interviene
en la regulaciéon de funciones en los sistemas inmunoldgico, cardiovascular y

nervioso (Mayer & Hemmens, 1997).

7.2 Papel patogénico de los radicales libres.

Los radicales libres pueden relacionarse, entre otros, con la hipertension
(Touyz, 2004) la disfuncion cardiovascular (Ramachandran et al., 2003a), la
inflamacién (Telfer & Brock, 2004), y enfermedades como la diabetes (Arnal et al.,
2010); Miranda, 2007 #63; Muriach, 2006 #62; Miranda, 2004 #64; Hermenegildo,
1993 #65], el SIDA (Jareno et al., 2002) etc. Estos radicales pueden alterar directa o
indirectamente varios mecanismos celulares y fisiologicos, pudiendo conducir a
alteraciones de macromoléculas vitales para los seres vivos, entre ellas el DNA
(provocando mutaciones), lipidos de membrana (provocando su peroxidacion) o
proteinas (alterando actividades enzimaticas) y pudiendo producir en Gltimo término
apoptosis y muerte neuronal (Li et al., 2002; Torchinsky & Toder, 2007; Paravicini
& Touyz, 2008).

Generacion de radicales libres.

Los RL y ROS proceden de fuentes metabolicas endogenas o de agresiones
oxidativas externas.
Dentro de las fuentes endogenas de produccion de radicales libres podemos

incluir las siguientes:
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1. La cadena electronica mitocondrial (Kas & Blattna, 1986).
2. Una excesiva actividad de la NADPH fagocitaria (Gabig & Babior, 1979).

3. La activacion del metabolismo del acido araquidonico en procesos

inflamatorios (Winyard PG, 1999).

4. La deslocalizacion de metales de transicion (Fe2+ y Cu+) de sus sitios de
deposito (Halliwell & Gutteridge, 1986).

5. La hiperactividad de la xantina oxidasa (Chambers et al., 1985).

6. La activacion de la enzima 6xido nitrico sintetasa (Beckman & Brent,
1990).

7. Menor capacidad de los mecanismos protectores antioxidantes (Giugliano et

al., 1996)

Algunas de las fuentes exogenas de dafio oxidativo son:

1. Radiaciones ionizantes (Fridovich, 1983).

2. Aumento en la disponibilidad de metales de transicion en algunas
enfermedades metabdlicas y en procesos inflamatorias (Halliwell &
Gutteridge, 1986).

3. Accion de xenobioticos y farmacos (Trush et al., 1982).

7.3 Peroxidacién lipidica.

Consiste en el deterioro oxidativo de grasas oxigeno dependiente, y sobre
todo de los acidos grasos poliinsaturados. Generalmente ocurre cuando el radical
hidroxilo (*OH) es generado en la proximidad de las membranas y ataca a los acidos
grasos poliinsaturados de los fosfolipidos, como el 4cido araquiddnico.

Un *OH puede convertir cientos de acidos grasos de la membrana en lipidos
hidroperoxidados, que son muy inestables y rapidamente se descomponen en otros

productos, pudiéndose producir nuevos radicales libres que pueden a su vez iniciar
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nuevas cadenas de peroxidacion. Es precisamente en la propagacion del dano

oxidativo donde radica la mayor importancia de los RL (Figure 6).

Radicales de DANO
L " CELULAR
) A
: 1
/ |
+ Reaccion OH — Aldehidos
AGPI —— en —— LOOH —<»LO—- y otros
1 cadena (Hidroperoxidos) LOO — productos
\ I
|
Radicales ' DANO
xenobioticos CELULAR

AGPI: Acidos Grasos Poliinsaturados

Figura 6. Esquema de mecanismos implicados en la lipoperoxidacién. Modificado de (Janero, 1990).

7.3.1 Productos de la peroxidacion de lipidos.

Entre los diferentes aldehidos que se producen en la peroxidacion de lipidos,
los més intensamente estudiados han sido el malondialdehido (MDA) y los 4-
hidroxialquenales, en particular el 4-hidoxinonenal (HNE) y el 4-hidroxihexenal

(Esterbauer et al., 1991).

Malondialdehido (MDA).

El MDA es una molécula volatil, de bajo peso molecular (PM = 72,07), con
un grupo 1,3-dicarbonilo siendo moderadamente acido (Figura 7). En solucion y en
fase gaseosa, el MDA estd enteramente enolizado manteniéndose a través de un
enlace de hidrogeno intramolecular un equilibrio entre dos formas asimétricas.

Resulta de la degradacion oxidativa de los acidos grasos poliinsaturados,
especialmente del acido araquidonico. Han sido varias las rutas hipotetizadas para
esta formacion (Pryor & Stanley, 1975; Wilson, 1979), pero todas implican una
primera ciclacion del acido graso poliinsaturado originario, que tras sucesivos

intermediarios, se rompe para formar, entre otros productos de degradacion, el
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MDA. Dado que este compuesto es un producto final comun de la peroxidacion
lipidica independientemente del 4cido graso poliinsaturado oxidado, su
determinacion ha sido aceptada ampliamente como marcador de este

proceso(Halliwell, 2000; Bunnag, 2006; Surekha et al., 2007).

O O

(a)

Figura 7. Estructura quimica del MDA, (Janero, 1990).

Desde que el estrés oxidativo y la peroxidacion de lipidos han sido
implicadas causalmente en la patogénesis de algunas enfermedades humanas, la
determinacion de productos remanentes de la peroxidacion de lipidos, como el
MDA, en tejidos o fluidos humanos, ha recibido considerable atencion. Hasta ahora
se han utilizado mayoritariamente técnicas que se basan en la reaccion del MDA con
el acido tiobarbiturico. La literatura sefiala a la determinacién de MDA por HPLC
como una de las més adecuadas para reflejar el indice de peroxidacion lipidica de

una muestra bioldgica, siendo ésta precisamente la utilizada en nuestro estudio.

7.4 Defensas antioxidantes.

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando estd
presente a concentraciones bajas en comparacion con las del sustrato oxidable,
retrasa o previene significativamente la oxidacion de dicho sustrato (Halliwell &
Gutteridge, 1986). El término “sustrato oxidable” incluye casi toda macromolécula

que se encuentra en las células vivas, como proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN.
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La desintoxicacion de las especies reactivas del oxigeno es uno de los
requisitos para la vida aerobia, por lo que se ha desarrollado un importante sistema
defensivo antioxidante formado por recolectores y neutralizadores no enzimaticos
que se llaman antioxidantes (vitaminas C y E, glutation, etc.), por las enzimas con
actividad antioxidante directa o primaria, llamadas asi por inactivar directamente
especies reactivas de oxigeno (catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa,
etc.), y por las enzimas con actividad antioxidante secundaria, que contribuyen al
mantenimiento de otros sistemas antioxidantes o bien conjugan sustancias derivadas
de la accion toxica de los radicales (glutation S-transferasa, glucosa 6-fosfato

deshidrogenasa, etc.) (Sies, 1991).

7.4.1 El sistema glutation.

Se denomina sistema glutation, al conjunto formado por el glutation y los
enzimas relacionados con su metabolismo, que son ademads responsables del
mantenimiento de su estado redox en condiciones fisiologicas (Meister & Anderson,
1983). El glutation es un tripéptido (constituido por acido glutdmico, cisteina y
glicina) de interesantes propiedades biologicas debido a dos caracteristicas
estructurales: el enlace y-glutamilo que lo protege de las peptidasas, y la presencia
de un grupo tiol libre (-SH) que lo convierte en un compuesto muy reactivo con todo
tipo de sustancias e incluso, consigo mismo (Meister & Anderson, 1983). Es el tiol
no proteico mas abundante en practicamente todas las células animales (Dringen,
2000) y su presencia se puede explicar por su funcion de proteccion frente a la
toxicidad del oxigeno. Se considera estado del glutation al equilibrio entre las
distintas formas en las que este tripéptido se puede presentar (Kosower & Kosower,
1978). Podemos encontrarlo en forma de tiol reducido (GSH), en forma oxidada
(GSSG) y en forma de disulfuros mixtos en su mayoria GS-S-proteina. El término
estado no implica unos valores constantes para el glutation, sino que estos quedan
supeditados a las alteraciones del sistema. El glutation esta relacionado con la

actividad de algunas enzimas como:
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-Actividad peroxidasa representada por tres enzimas:
1. Glutation peroxidasa (GPx): es una enzima que contiene selenio,
capaz de reducir el peroxido de hidrégeno (H,0O,) a agua. Es la forma
mas comun de actividad peroxidasa en mamiferos y se presenta como
un importante sistema protector frente a la peroxidacion de lipidos. La
funcién de este enzima es proteger a las membranas celulares del dafio
oxidativo. El higado por ejemplo, que es uno de los principales lugares
para la detoxificacion y esta expuesto a altos niveles de oxidantes,
posee una actividad elevada de glutation peroxidasa. Los animales con
deficiencias en selenio, presentan un descenso de la actividad de esta

enzima (Van Vleet et al., 1981).

2. Glutation transferasa con accion peroxidasa: Algunos isoenzimas de
la glutation S-transferasa también tienen actividad frente a
hidroperéxidos organicos, mientras que no la tienen frente al peroxido
de hidrogeno. Bajo condiciones de deficiencia de selenio en la rata, la
glutation peroxidasa estd disminuida mientras que la actividad

glutation transferasa esta aumentada (Schramm et al., 1985).

3. Glutation peroxidasa frente a fosfolipidos peroxidados: actia sobre
fosfolipidos oxidados de membranas biolégicas. Es un mondémero y ha
sido descubierto como una seleno enzima distinta de la clasica GPx

basandose en su cDNA y secuencia aminodcida.

Glutation mitocondrial.

El GSH es sintetizado en el citosol celular y su disponibilidad en los
diferentes compartimentos celulares estd determinada por complejas interacciones
entre su utilizacion, transporte, sintesis y la tasa de reduccion del GSSG a GSH. El
glutation micondrial (mGSH) constituye entre un 10-15% del total celular y se
encuentra en una concentracion similar a la del citosol (Romero & Sies, 1984;

Romero et al., 1984; Garcia-Ruiz et al., 1994).
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Las principales funciones del mGSH son:

- Reduccion del H>O, generado en la respiracion mitocondrial.
Como consecuencia del metabolismo aerdbico celular se generan
radicales superdxido y H;O, como subproductos de la respiracion
mitocondrial, especies reactivas que pueden conducir a la oxidacion de
lipidos de membrana y otras macromoléculas, interfiriendo en procesos
metabolicos. Puesto que la mitocondria carece del enzima catalasa, la
detoxificacion de H,O, depende exclusivamente del glutation
mitocondrial y de la actividad de la enzima GPx (Fernandez-Checa et al.,

1997).

- Mantenimiento de la viabilidad celular.
El mGSH tiene un papel fundamental en la viabilidad celular (Fernandez-
Checa et al., 1998a). Por ejemplo, se ha observado que la disminucion
selectiva de los niveles de mGSH es un evento que precede a la muerte
apoptotica en timocitos (Macho et al., 1997) y sensibiliza a los
hepatocitos frente al estrés oxidativo y TNF-a (Colell et al., 1997),
Fernandez-Checa J.C. et al. 1998). Ademas juega un papel clave en el
mantenimiento de la funcionalidad mitocondrial a través de la regulacion
de la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna, manteniendo

los grupos sulfidrilos en estado reducido (Armstrong et al., 2002).

7.5 Alcoholismo y estrés oxidativo.

El etanol es un téxico de consumo muy difundido en nuestro entorno,
pudiendo ejercer la accidon toxica bien por su efecto directo mediante la generacion
de radicales libres o a través de sus metabolitos, fundamentalmente el acetaldehido
(Nordmann, 1994).

El higado es el principal 6rgano diana de la toxicidad del etanol y ha sido
confirmada de forma repetida la implicacion del estrés oxidativo en la patogénesis

de la enfermedad alcohdlica en este tejido (Rouach et al., 1997).Uno de los
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mecanismos para explicar el origen de este estrés oxidativo es la generacion de
radicales libres en el metabolismo del etanol por la molécula citocromo P450
inducible por etanol (isoenzima CYP2El), en el que se generan cantidades
apreciables de radical superoxido y peroxido de hidrogeno (Lieber, 1997; Lieber,
2004), y de radical 1-hidroxietilo (Albano et al., 1987).

Otra fuente de radical 1-hidroxietilo procede de la oxidacion del etanol en
presencia de trazas de hierro por peroxido de hidrégeno (McCord, 1998). Después
del consumo cronico del etanol, hay una induccién de CYP2EI, que se asocia tanto
a un aumento del metabolismo del etanol, como a una inactivacion de xenobioticos a
metabolitos toxicos (Lieber, 2004).

Asi, se ha demostrado experimentalmente que la ingesta crénica de etanol
conduce a un aumento de los productos de la peroxidacion lipidica y un descenso de
factores antioxidantes como el glutatién y enzimas derivados (Schlorff et al., 1999).
Ademas el consumo de alcohol ha sido relacionado con la conversion de la
deshidrogenasa xantina a oxidasa xantina, proceso que puede generar estrés
oxidativo (Sultatos, 1988). El etanol también causa dafio a las mitocondrias,
resultando en un descenso en la produccion de ATP (Koch et al., 2004).

De igual manera se ha relacionado al estrés oxidativo como principal factor
implicado en las alteraciones derivadas de su consumo en forma cronica, tanto del
sistema nervioso central, cerebro (Johnsen-Soriano et al., 2007a), cerebelo (Rouach
et al., 1997) como periférico (Bosch-Morell et al., 1998). Diversos estudios (Tabuchi
et al., 1995; Kono et al., 2001) han demostrado que el uso de antioxidantes puede
prevenir los dafos hepaticos y en la mucosa géstrica provocados por el alcohol.
También, a nivel nervioso se han utilizado antioxidantes para reducir neuropatias

inducidas por etanol (Bosch-Morell et al., 1998; Johnsen-Soriano et al., 2007a).

8. Mitocondria.

Las mitocondrias son organulos citoplasmaticos especializados en la
transformacion de la energia de oxidacion en energia quimioosmotica, lo que se
traduce en la sintesis de ATP a partir de ADP. Ademds de proporcionar la energia

necesaria para que las células lleven a cabo sus multiples funciones, en estos tltimos
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afnos se ha puesto de relieve su papel en la regulacion de la muerte celular, al actuar

como almacén de diferentes proteinas apoptogénicas.

8.1. Estructura y composicion.

Las mitocondrias son orgdnulos moviles y plasticos, de un didmetro
comprendido entre 0.5-1 um, y su asociacion con los microtibulos determina la
orientaciéon y distribucion tipica observada en el citoplasma de diferentes tipos
celulares.

La estructura basica de la mitocondria consiste en dos membranas altamente
especializadas, una externa que estd en contacto con el citoplasma, y una interna
caracterizada por invaginaciones denominadas crestas que penetran en la matriz
mitocondrial (Figura 8). Ambas membranas delimitan dos compartimentos
diferentes; el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial (Smoly et al., 1970).
En el espacio intermembrana, aparte de residir diferentes proteinas proapoptoticas,
se encuentra la enzima adenilatoquinasa que transforma el AMP en ADP, el cual es
rapidamente fosforilado a ATP. Gracias a esta enzima, el AMP citosolico puede ser
utilizado para la regeneracion de ATP. Por otra parte, la matriz mitocondrial
contiene la maquinaria implicada en la sintesis proteica (ADN, ARN y ribosomas) y
es donde tienen lugar las reacciones del ciclo de Krebs.

La membrana externa presenta analogias de composicion con la membrana
citoplasmatica y el reticulo endoplasmatico. Contiene un 40% de lipidos y un 60%
de proteinas, que corresponden principalmente a enzimas como la acil-CoA-
sintetasa, la NADH-citocromo-bs-reductasa, la monoamino oxidasa y sobre todo el
canal anionico dependiente de voltaje (VDAC). Este canal es el responsable de la
membrana externa actie como un tamiz permeable a moléculas menores de 5000
Da. La mayoria de sustratos no pueden atravesar la membrana interna, provocando
que el espacio intermembrana sea equivalente en su composicion quimica al citosol.
La composicion de la membrana interna difiere en muchos aspectos de la externa,
siendo mucho mas rica en proteinas (80%) debido a la presencia de gran cantidad de
transportadores especificos y de los complejos enziméticos constituyentes de la

cadena respiratoria.
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Figura 8: Esquema de la estructura mitocondrial, y mitocondria por microscopio electronico

de transmision (60.000X).

8.2. Transporte y permeabilidad mitocondrial.

Mientras que la membrana externa es permeable a la mayoria de solutos, la
membrana interna es impermeable y s6lo pueden difundir a través de ella pequenas
moléculas neutras, como por ejemplo: oxigeno, agua, didoxido de carbono... El resto
de trasportes pasivos o activos que se realizan a través de esta membrana, estan
controlados por canales o transportadores especificos (Figura 9).

Para la fosforilacion oxidativa, la mitocondria necesita importar desde el
citosol, ADP y fosfato inorganico, mientras que el ATP generado es este proceso es
liberado al citosol. Para ello, intervienen dos transportadores presentes en todas las
mitocondrias: el translocador de ADP/ATP (ANT) y el transportador de fosfato
inorganico (Palmieri et al., 1993).

La matriz mitocondrial se encuentra cargada negativamente debido al
bombeo de protones a través de la membrana mitocondrial, por lo que el transporte
de cualquier anion se vera afectado por este potencial de membrana.

El proceso de permeabilidad mitocondrial transitoria o apertura de poro
mitocondrial (MPT), se caracteriza por un incremento en la permeabilidad de la
membrana mitocondrial interna a solutos de tamano menor o igual a 1500Da
(Hunter et al., 1976). La apertura de este canal no especifico, permite un equilibrio

entre los iones de la matriz y del espacio intermembrana mitocondrial, disipando el
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gradiente de protones y desacoplando la cadena respiratoria. Ademas, se produce un
hinchamiento de la mitocondria debido a una hiperosmolaridad de la matriz. Como
la membrana interna esta invaginada en forma de crestas y posee mayor superficie
que la membrana externa, al expandirse el volumen de la matriz puede provocar la
permeabilidad y/o ruptura de la membrana externa, liberando las proteinas del
espacio intermembrana mitocondrial.

La permeabilidad mitocondrial estd controlada por un poro dependiente de
voltaje y de calcio (Bernardi et al., 1994). Este complejo multiproteico se localiza en
los lugares de union entre la membrana mitocondrial interna y externa, y por tanto,
la apertura del poro permite la comunicacion entre la matriz mitocondrial y el
citosol. No se conoce con exactitud la composicion del poro mitocondrial, aunque se
han descrito alguno de sus componentes. Entre los que constituyen el ntcleo del
poro nos encontramos al translocador de adeninas (ANT) y al canal anidnico
dependiente de voltaje (VDAC).

Muchos de los agentes que provocan la apertura del poro mitocondrial son

ligandos de ANT, el atractilésido es uno de ellos (Halestrap & Davidson, 1990).
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Figura 9: Esquema de los transportadores de las membranas de la mitocondria. Adaptado de

Suresh L. et al. 2009.
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Objetivos

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipdtesis del trabajo sobre la que se fundamentan los objetivos del
presente estudio plantearia que el mecanismo de accion de la naltrexona (antagonista
de receptores p-opioides) por el cual se utiliza como coadyuvante en el tratamiento
de la deshabituacion al alcohol, estaria relacionado con el estrés oxidativo y con
algunas rutas de sefializacion celular relacionadas con la adiccion.

Por ello nos planteamos los siguientes objetivos:

1- Caracterizar los cambios inducidos en el cerebro de la rata en un modelo
experimental de alcoholismo crénico, estudiando la posible implicacion del
estrés oxidativo (peroxidacion lipidica y concentracion y/o actividad de

antioxidantes), su relacion con rutas de sefializacion y la neurogénesis.

2.- Comprobar el efecto del tratamiento con naltrexona sobre las posibles

modificaciones observadas tras el consumo cronico de etanol.
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Material y métodos

1. Tratamiento de los animales.

1.1 Condiciones de estabulacion.

Para este trabajo se utilizaron rata macho de raza Sprague-Dawley que
procedian de una camada original de Harlan (Barcelona). Los animales utilizados se
solicitaron teniendo un peso al inicio del experimento de unos 200-220 g. En todos
los casos se dejaron aclimatar al menos una semana antes de iniciar los
experimentos.

Durante la estabulacién, los animales se mantuvieron en jaulas en
condiciones controladas de temperatura (20°C) y humedad (60%), bajo ciclos
constantes de luz-oscuridad de 12 horas, de 08:00 a 20:00 y de 20:00 a 08:00.
Durante su estabulacion y hasta el inicio del experimento tuvieron libre acceso a
agua y a una dieta estandar para pequefios animales de laboratorio, fabricada y

distribuida por Letica (Hospitalet, Barcelona).

1.2. Manejo de los animales.

La manipulacion y cuidado de los animales se realizd siguiendo las
normativas internacionales de la Comunidad Econdémica Europea ("Orden
86/609/CEE") y se tuvo la precaucion de evitar cualquier estrés innecesario o infligir
dolor a los mismos. Los ensayos experimentales llevados a cabo fueron aprobados
por el comité ético de la Universidad CEU Cardenal Herrera y el nimero de
animales se redujo al minimo necesario para garantizar la fiabilidad de los resultados
obtenidos. El sacrificio de los animales se llevd a cabo mediante la técnica mas
incruenta, rapida e indolora que, por otra parte, no influyera en las variables
consideradas en cada experimento. Las ratas fueron sacrificadas con una sobredosis

de anestésico (ketamina 100 mg/kg peso + azepromazina 2,5 mg/kg peso).
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2. Disefio experimental.

A continuacion se describe los distintos protocolos de estudio desarrollados

en este trabajo de investigacion.
2.1 Administracién de la dieta liquida.

Todos los experimentos realizados en este trabajo se basaron en el modelo de
rata alcohdlica crénica, en el que se administraba a las ratas como alimento la dieta
Lieber-De Carli (Lieber et al., 1965) obtenida de la casa comercial Test Diet
(Londres). Brevemente, el modelo de alcoholismo crénico consiste en administrar
dieta liquida de alcohol (5% v/v) durante seis semanas. Las ratas fueron separadas en
dos grupos y se les administraba la dieta liquida alcohol ¢ dieta liquida control. El
grupo control recibio en lugar de alcohol una mezcla isocalérica con maltosa
dextrinada sustituyendo al etanol. Las ratas se agruparon en parejas control-etanol
con un peso similar, administrando a la rata control el volumen de dieta ingerido por
la rata etanol el dia anterior. Para acostumbrar a los animales a la dieta alcohoélica, se
administraba dieta alcoholica diluida con dieta control durante un periodo de siete
dias aumentando los niveles de alcohol hasta los valores de la dieta completa. Una
vez acostumbradas, la cantidad de dieta consumida diariamente oscilaba entre 80-

120 ml.

Se realizé una modificacidon de este modelo con el fin de inducirles 24 horas
de abstinencia a las ratas, a todas las ratas que durante 6 semanas se les ha

administrado dieta etanol 24 horas antes del sacrificio se les administra dieta control.

2.2 Administracion de la naltrexona.

En la semana 5* de consumo de alcohol se dividieron las ratas en cuatro
grupos; control, control-naltrexona, etanol, etanol-naltrexona. La naltrexona fue
administrada diariamente durante las dos ultimas semanas de consumo de la dieta,
mediante inyeccion intraperitoneal (Img/kg). A las ratas que no se les administraba
naltrexona, grupos control y etanol, se les inyect6 el mismo volumen de suero

fisiologico (Figura 10).
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Figura 10. Esquema del modelo experimental.

2.3 Administracion de bromodeoxiuridina (BrdU).

Se siguid el protocolo de administracion de BrdU para el estudio de la
supervivencia celular segin el modelo de supervivencia celular descrito por Herrera
et al. 2003, (Figura 11). (Herrera et al., 2003).

Durante los 10 primeros dias del experimento los animales recibieron una
inyeccion intraperitoneal diaria de BrdU (40 mg/kg/i.p.), un marcador de la
proliferacion celular, el ultimo dia del experimento se perfundieron los animales

como se explica en los apartados siguientes.
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I

Perfusion el dia
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Figurall. Esquema de la administracion de BrdU, modelo de supervivencia. Figura adaptada
de Herrera et al. 2003. (Herrera et al., 2003)

3. Obtencion de muestras.
3.1 Suero.

Los animales fueron anestesiados mediante inyeccidon intraperitoneal
(ketamina 100 mg/kg peso; azepromazina 2,5 mg/kg peso) extrayéndose la sangre
directamente del corazon con ayuda de una jeringuilla. A continuacién se centrifugd

la sangre durante 2 minutos a 9000 rpm y se separ6 el sobrenadante.

3.2 Hipocampo.

Tras el sacrificio de los animales, se procedié inmediatamente a la extraccion
del hipocampo. Una vez obtenidas las muestras se homogenizaron en tampon fosfato
potésico 0.1 M, pH 7, con un homogenizador UltraTurrax T25. Los homogenados se
conservaron a -20° C hasta su utilizacion para la determinacion de proteinas, MDA y
actividad glutation peroxidasa.

Para la determinacion de glutation, inmediatamente después de Ia

homogenizacion, se acidifican 360 pL de este homogenado con 40 pL de acido
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perclorico al 20%, se centrifugd a 12.000 rpm durante 15 minutos y se recogi6 el
sobrenadante, que se conservo a - 20 °C hasta su utilizacion.

En el caso del estudio inmunohistoquimico, para la obtencion de los cortes
de cerebro, tras la perfusion de las ratas primero con salino para limpiar los restos de
sangre y ya después con la solucion fijadora PFA 4% PBS 0.1M, PH 7.4, se extrajo
el cerebro completo, y se conservd 12 horas en la misma solucion fijadora a 4°C.
Posteriormente, se cambiaron a una solucion de PBS-Sacarosa 30% entre 24 —48h a
4°C. Y por ultimo se incluyeron en cryobloc compound (DiaPath) y ya se conservan

a -80°C. Posteriormente se cortaron al criostato como se explica a continuacion.

3.3 Extraccion mitocondrial.

Las mitocondrias se extrajeron por centrifugacion diferencial del
homogenado de cerebro completo de rata. Una vez sacrificada la rata, se extraia el
cerebro e inmediatamente se homogeneizaba con un volumen de tampdén manitol
igual al peso de cerebro mas dos veces el peso. El tampdn manitol consta de manitol
210mM, sacarosa 60mM, KCl 10mM, succinato de sodio 10mM, EGTA 0.1mM y
HEPES 10mM, a un pH de 7,4).

Este cerebro con ese volumen de tampdén manitol se homogeniza con el
homogeneizador de teflon, 4 veces a 1200 rpm. De este homogeneizado se reserva
un mililitro que serd utilizado para las determinaciones en el homogenado total de
cerebro.

El homogenado restante se centrifuga a 700 g durante 10 minutos a 4°C, se
descarta el precipitado, y el sobrenadante se centrifuga a 10.000 g durante 15
minutos a 4°C. El precipitado obtenido por esta centrifugacién se resuspende en
tampon manitol teniendo un volumen final de 4 mililitros. Se reparten estos
mililitros en dos tubos de ultracentrifuga junto con 8 mililitros de una soluciéon de
manitol al 30% de percoll, y se centrifugan a 27.700 rpm durante 35 minutos a 4°C.
Después de la ultracentrifugacion se observa una banda, correspondiente a la
fraccion mitocondrial, justo por encima del precipitado de percoll, se extrae esta
banda y se lava con el tampon manitol centrifugando a 10.000 g durante 15 minutos
a 4°C. El precipitado obtenido se resuspende con un pequefio volumen del tampén

manitol, estando ya preparado para las diferentes determinaciones.
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4. Procedimientos analiticos.

4.1 Determinacion de la alcoholemia.

Para la determinacion de la concentracion de etanol en sangre se utilizo el kit
Ethanol de la casa comercial BIOLABO REAGENTS. Se extraian 100 pl de sangre
de la cola, para conseguir 10 pl de suero y con ese volumen se media la alcoholemia
en mmol/L, mediante medida colorimétrica. El kit se basa en un método enzimatico
descrito por Gadsen et al. (Gadsden et al., 1986) en el que el etanol se transforma en
acetaldehido por la accion de la enzima aldehido deshidrogenasa (ADH) (Gupta et
al., 2007), con la formacion de NADH. Se mide la absorbancia de NADH,
proporcional a la concentracion de etanol en la muestra a 340nm.

Se realizaba la medicidn de la alcoholemia al menos una vez a la semana.

4.2 Determinacion de proteinas.

Se realizé segun el procedimiento descrito por Lowry (Lowry et al., 1951),
con las modificaciones utilizadas habitualmente en nuestro laboratorio, y que a

continuacion se detallan.
Se emplearon las siguientes soluciones:

- Soluciéon A: NazCO3 4%, NaOH 0.8%
- Solucion B: CuSO4 1.25 mM, C4H4KNaO6 1.42 mM.

Las soluciones A y B se conservan a 4°C hasta su utilizacion.
- Solucién C: Reactivo de Folin-Ciocalteu 1N.
- Solucién D: Solucién estandar de albumina sérica bovina (BSA) 1 mg/mL

La solucion D se conserva a —20°C hasta su utilizacion.
Se preparan tubos de ensayo con cantidades diferentes de la soluciéon D (0,

10, 25, 50, 75 y 100 uL) y con dos cantidades distintas de cada muestra (10 y 25
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puL). Se afiade agua bidestilada hasta 200 pL. Se mezclan las soluciones A y B a
partes iguales y a cada tubo de ensayo se le afade 1 mL de esta mezcla. Se deja
reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se afladen 100 pL
de la solucion C a cada uno de los tubos. Se agita bien y se espera durante 25 6 30
minutos.

Se mide la absorbancia de cada una de las soluciones en un
espectrofotometro, a una longitud de onda de 696 nm. La absorbancia a 696 nm es
directamente proporcional a la concentracion de proteinas. Con los valores de
absorbancia de los distintos estandares obtenemos la recta patron y por intrapolacion

obtenemos las concentraciones de proteinas que queriamos conocer.

4.3 Determinacion de malondialdehido.

Para la cuantificacion del malondialdehido de las muestras de suero e
hipocampo, se utiliza una modificacion del método de Richard (Richard et al., 1992)
hecha por nuestro grupo de investigacion (Romero et al., 1998), en el cual se
determina el nivel del complejo formado entre el malondialdehido (MDA) con el
acido tiobarbiturico (TBA), en base a la reaccion de dos moléculas de TBA con una
de MDA. Se ha utilizado un equipo de HPLC (Waters) que consta de los siguientes

componentes:

- Bomba cromatografica: Waters 1525 binary HPLC Pump.
- Detector de fluorescencia Waters 2475 fluorescence.

- Inyector: Waters 717 plus Autosampler con loop de 50 pl.
- Controlador Multiport modelo RS-232.

- Ordenador IBM Windows.

- Software: Breeze.

La columna cromatografica de separacion empleada es una Kromasil C18 5
um de 250 x 4,6 mm (Andlisis Vinicos S.L.). El flujo de la fase moévil es de 1
ml/min. La longitud de onda de excitacion utilizada es de 532 nm y la de emision
553 nm. El voltaje del detector de fluorescencia empleado es de 600 y la respuesta

de 2 sg.
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La fase movil se prepara con tampén fosfato S0 mM a pH 6.0 y metanol (580
ml de tampon y 420 ml de metanol). Posteriormente, se filtra a través de un filtro-
membrana (Scheicher und Schuell) de 0,45 pm de poro y 47 mm de didmetro.

La solucion madre de calibracién se prepara diariamente. Dicha solucion
madre consiste en una concentracion 20 mM de 1,1,3,3-tetractoxipropano en etanol
absoluto.

La solucion de trabajo consiste en una preparacion de acido tiobarbiturico
(0,37%) y acido perclérico (6,4%), 2:1 v/v respectivamente. La solucion de trabajo
también se prepara de forma diaria.

En tubos eppendorf de 2 ml se pipetean 0.1 ml de la muestra y 0,75 ml de la
solucion de trabajo. A continuacion se mezclan bien y se mantienen 60 min en un
bafio de agua a 95°C. Pasado este tiempo se enfrian los tubos a 4°C durante 10 min
con objeto de detener la reaccion. Posteriormente se centrifugan 10 min a 12.000
rpm.

Hasta su inyeccion en el equipo HPLC los tubos se mantienen a una
temperatura constante de 4°C.

Puesto que el aducto MDA-TBA es inestable a pH neutro cada muestra se
neutraliza unos minutos antes de la inyeccion en el equipo de HPLC. Se afnaden
aproximadamente 0.1 ml de hidréxido potasico 0.7 M a 0.2 ml de la mezcla que
acabamos de centrifugar hasta obtener un pH de 6,0. Inmediatamente después de
neutralizar se centrifuga durante 1 min para ayudar a precipitar sales insolubles que
podrian interferir en la determinacion y se procede, previo filtrado con filtros de
jeringa no-estériles (3 mm, 20 micras, membrana de teflén, suministrados por
Corning Laboratory Sciences Company), a inyectar en el equipo de HPLC.

En cada experimento se prepardé un blanco y una curva de calibracion de
estandares (0; 0,25; 0,5; 1 y 2 uM). El area del pico obtenido es directamente
proporcional a la concentracion de MDA en la muestra, que se calcula por

intrapolacion en la recta de regresion obtenida con los estandares.

4.4 Determinacion de glutation.

La concentracion de GSH en las distintas muestras se determind por el

procedimiento descrito por Reed (Reed et al., 1980). El método se basa en la
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reaccion del acido iodoacético con los grupos tioles para formar derivados
carboximetilos seguido de una derivatizacion cromofora de los grupos amino con el
reactivo de Sanger (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno) dando lugar a derivados N-DNP.
Estos derivados son rapidamente separados por HPLC lo que permite Ia
cuantificacion de niveles nanomolares de GSH, GSSG y aminoacidos relacionados.

Se ha trabajado con un equipo de HPLC de la marca Gilson que consta de los

siguientes componentes:

- Bombas cromatograficas: HPLC PUMP 322.

- Detector: de ultravioleta-visible 156.

- Autoinyector: 234 con loop de 100 pl.

- Software: Unipoint.

La columna cromatografica de separacion empleada es una Kromasil Amino
S5pm de 250 x 4,6 mm (Analisis Vinicos S.L). Las condiciones iniciales del flujo son
de 1 ml/min, 80% de la fase movil A y 20% de la fase movil B. Estas condiciones
iniciales se mantienen durante 10 minutos seguidas de un gradiente lineal hasta el
95% de la fase movil B durante 40 minutos y reequilibrado con las condiciones
iniciales durante 10 minutos antes del andlisis de la siguiente muestra. La longitud
de onda utilizada es de 365 nm. El rango del detector ultravioleta empleado es 0.005
y el tiempo de respuesta de 5 seg. La inyecciéon de cada muestra se realiza
automaticamente con un autoinyector con capacidad de 45 muestras.

La fase movil A se prepara con metanol al 80% y la fase movil B se prepara
con acetato sodico SM en metanol al 80%. Posteriormente se filtran ambas fases a
través de un filtro-membrana (Scheicher und Schuell) de 0,45 um de poro y 47 mm
de didmetro. La solucion madre de calibracion se prepara diariamente, dicha
solucion madre consiste en una concentracion 10 mM de glutation reducido en agua,
una segunda solucion madre se prepara con 10 mM de glutation oxidado.

La solucién 1 es una preparacion de acido iodoacético 100mM y m-cresol
0.2 mM. La solucién 2 es una preparacion de DNFB (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno)
1.5% v/v etanol puro. Se prepara fresco cada dia y se conserva a 4° C protegido de la

luz.

45



Material y métodos

En tubos eppendorf de 2 ml pipeteamos 0,2 ml de la muestra y 0.04 ml de
acido iodoacético 100 mM en 0.2 mM de m-cresol. Cada solucion se ajusta a un pH
de 8,5-9 por adicion de KHCO3 2,4 M en KOH 2M. Incubamos durante 30 minutos
a temperatura ambiente antes de la adicion de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno para
formar los derivados N-DNP los cuales requieren 4 horas en oscuridad a 4°C para su
formacion. Posteriormente se centrifugan 10 minutos a 13.000 rpm y el
sobrenadante se utiliza para el andlisis en el equipo de HPLC.

En cada experimento se prepara un blanco y una curva de calibracion de
estandares (0; 20; 40; 50; 60; 80 y 100 uM). El area del pico obtenido es
directamente proporcional a la concentracion de GSH en la muestra, que se calcula

por intrapolacion en la recta de regresion obtenida con los estdndares.

4.5 Determinacion de la actividad glutation peroxidasa.

La actividad glutation peroxidasa (GPx) se determind segun el método
propuesto por Lawrence (Lawrence et al., 1978) frente a peroxido de hidrogeno.
Estéd basado en las siguientes reacciones:

GPx
H,0,+ 2GSH » 2H,0+ GSSH

GSH reductasa
GSSG + NADPH" + H+ » 2GSH + NAPD

La formacion del glutation disulfuro esta catalizada por la actividad glutation
peroxidasa de la muestra, que es, a su vez, reducido de forma continua por un exceso
de la actividad glutation disulfuro reductasa presente en el medio. Esta reduccion
requiere la  oxidacion de NADPH, cuya desaparicion se registra

espectrofotométricamente utilizando una longitud de onda de 340 nm.
Las soluciones que se emplean son las siguientes:

Solucion A. Tampon fosfato potasico 0.1 M, pH 7.0, que contiene:

EDTA 1 mM y azida so6dica 1 mM.
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Solucion B. Glutation Disulfuro reductasa 2.4 U/mL
Solucion C. GSH 10 mM.

Solucion D. NADPH 1.5 mM disuelto en NaHCO3 al 0.1%.

Solucion E. Peréxido de hidrogeno 1.5 mM.

El procedimiento analitico consiste en la adiciéon de forma sucesiva a una

microcubeta de las siguientes cantidades de las distintas soluciones:

1. 550 pL de la solucion A (tampdn fosfato potésico).
2. 50 pL de muestra.
3. 100 pL de la solucion de glutation reductasa (solucion B).

4. 100 pL de la solucion C.

Se preincuba esta muestra durante 5 min a 37 °C, tras lo cual se afiaden 100
pL de la soluciéon D. Se monitoriza durante 3 min el consumo de NADPH no
dependiente de hidroperéxidos. Por altimo se afiaden 100 pL de la solucion E, y se
registra de nuevo la disminucion de la absorbancia a 340 nm durante 5 min, que es
resultado del consumo de NADPH.

El célculo se realiza por la diferencia entre el consumo de NADPH antes y

después de la adicion de hidroperoxido.

Vf AA E——
exdxvm X ar (mmol x L' x min!)

Donde:
Vf=volumen final en mL
Vm = volumen de muestra en mL

¢ = codeficiente de extincion molar (para el NADPH en estas condiciones es de 6.22
mM-1 x cm-1)

d = paso de luz de la cubeta (1 cm en nuestro caso)
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AA = disminucion de la absorbancia a 340 nm
At = intervalo de tiempo considerado.

Los valores se expresan como nmol de NADPH consumidos por minuto y
por mg de proteina.

4.6. Determinacion de colesterol libre.

Se determinaron los niveles de colesterol libre segin el método de Duncan
(Duncan et al., 1979). A 500ul de muestra se afiaden 300ul de KOH 33% y 3 ml de
etanol 96% y sin saponificar se afade 3 ml de hexano y 900ul de agua bidestilada.
Todo esto se agita vigorosamente y se recoge Iml de la fraccion orgéanica, que se
deseca. Previo a la medicion se restituye con isopropanol. En cada experimento se
prepara un blanco y una curva de calibracion de estandares (0; 5; 10; 20; 40; 80 y
100 pg). El area del pico obtenido es directamente proporcional a la concentracion
de de colesterol en la muestra, que se calcula por intrapolacion en la recta de
regresion obtenida con los estandares.

Se miden los niveles de colesterol con un HPLC modelo Gilson 322 y
utilizando una columna de Waters Bondapak C18 (30cm x 4mm) siendo la fase

movil 2-propanol/acetonitrilo (1:1 v/v) a un caudal de 1ml/min.

4.7. Determinacion de la capacidad antioxidante.

La capacidad antioxidante total se mide mediante un kit comercial de ELISA
(Antioxidant Assay kit, Cayman Chemical Company). El método se basa en la
habilidad de los antioxidantes de la muestra para inhibir la oxidacion de ABTS
(2,2'- Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]) a ABTS" por la metmioglobina.
La cantidad de ABTS" producido puede ser estimado leyendo la absorbancia a
750nm i1 405nm. Bajo las condiciones de la reaccion, los antioxidantes de la muestra
causan una supresion de la absorbancia a 740nm o 405nm proporcional a su
concentracion. La capacidad de los antioxidantes de la muestra para prevenir la
oxidacion de ABTS se compara con la del Trolox, un tocoferol hidrosoluble

analogo, y es cuantificada en milimolar equivalentes de Trolox.
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Procedimiento:

En primer lugar se reconstituyen los componentes del kit. Se diluyen 3 ml de
la solucion tampén 10X (SmM de fosfato potasico pH 7.4, 0.9% cloruro de sodio y
glucosa 0,1%) con 27 ml de agua bidestilada (H,O4q). Se reconstituye el cromédgeno
con 6ml de HyO44. A continuacion se afiade 600ul de la solucion buffer 1X al vial
de la metmioglobina. Adicionar 1ml de H,Ogyq4 al vial del Trolox. Este serda empleado
para realizar la curva patron. Diluir 10pl de peroxido de hidroégeno 9,82 M con 990
ul de HyO,44, seguidamente pipetear 20 ul y diluirlos en 3.98 ml de H,Oq44 para
conseguir una solucion de trabajo de 441 uM.

Se prepara los patrones de Trolox Py, P3o, Peo, Poo, P120, Piso, P220, diluyendo
el Trolox en la solucion buffer.

A continuacioén se adiciona 10 pl de metmioglobina, 150 ul de cromogeno y
10 pl de los patrones y de las muestras. Por ltimo se afiade 40 pl de H,O, y se
incuba en oscuridad y agitando durante 5 minutos. Pasado este tiempo se mide
inmediatamente la absorbancia a 405 nm en el lector de placas, 2030 Multilabel

reader VICTOR x3 (PerkinElmer).

4.8 Analisis de proteinas mediante la técnica de Western-Blot.

Los hipocampos que se seleccionaban para el western blot eran
homogeneizados con el tampon de lisis (1 % tritonX-100, SO0mM Tris-HCI pH 8,
150 mM NaCl) suplementado con ImM de DTT, 10mM NaF, 1mM de Na,VO,4 y 1x
del inhibidor de proteasas Complete mini (Roche). Cuando ya estd totalmente
homogeneizado se incuban durante 30 minutos a 4°C, ya por ultimo se centrifugan
durante 20 minutos a 13.000 rpm, quedandonos el sobrenadante.

Para el western blot de la liberacidon del contenido mitocondrial, se incuban
las mitocondrias con y sin atractilosido 100uM durante una hora a 30°C. El
atractilosido induce la salida del contenido del espacio intermembrana mitocondrial,
ya que se une al translocador de adeninas (ANT) favoreciendo el aumento de la
permeabilidad mitocondrial transitoria (MPT). Después de la incubacion se anade

KCl y se centrifuga durante 10 minutos a 10.000 rpm, se recoge el sobrenadante de
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esta centrifugacion. 25-30 ug de proteina de este sobrenadante se empleaban para la
realizacion del western blot.

La metodologia de Western-blot empleada se describe en Current Protocols
in Protein Science (Coligan, 2003). Las proteinas se analizan por SDS-PAGE en
geles del 7.5-12.5% de poliacrilamida, se cargan 40 pg de proteina total. Antes de
realizar la carga, se afiade a las muestras tampon de carga 5x (15% SDS; 50%
glicerol; 0.1% azul de bromofenol; 312.5 mM Tris-HCI, pH 6.8; 16% B-mercapto-
etanol) y se calientan a 95°C durante 5 min. Para su separacion por electroforesis
vertical en geles de poliacrilamida, se utiliza el sistema MiniProtean III (Bio-Rad) y
un tampon compuesto por 50 mM Tris, 27 mM Glicina y 0.1% SDS. La
electroforesis se realiza a 200V durante 60 min. La transferencia se hace a una
membrana de PVDF (Immobilon™-P Transfer Membrane, Millipore) durante 90
min a 100 V en un aparato MiniProtean (Bio-Rad) y con un tampon compuesto por
20% Metanol, 20 mM Tris y 150 mM Glicina.

Transcurrido ese tiempo, las membranas se tifien en una solucién de rojo
Ponceau S (Sigma) al 0.1% en 1% é&cido acético para comprobar la eficacia de la
transferencia. Seguidamente, las membranas se lavan con TBS (Tris-Buffered
Saline) y se incuban en solucion de bloqueo (5% de leche desnatada en polvo en
TBS + 0.1% Tween-20, TBT) durante 1 hora a temperatura ambiente, y en
agitacion.

A continuacion se procede a incubar las membranas con los anticuerpos
primarios, durante 1 hora o durante toda la noche (seglin anticuerpos), y después se
realizan 3 lavados con TBT durante 30 min para eliminar los restos de anticuerpo.
Tras estos lavados las membranas se incuban durante 45 min con los
correspondientes anticuerpos secundarios, y se vuelven a lavar 3 veces con TBT
durante 30 min. Los anticuerpos empleados para la inmunodeteccion se especifican
en la Tabla 1 y fueron preparados a las concentraciones que se indica en 3% BSA en
TBT. Las incubaciones de las membranas con los anticuerpos y sus posteriores
lavados se realizaron a temperatura ambiente y en agitacion.

La deteccion de las proteinas se hizo mediante quimioluminiscencia
empleando el kit ECL (Amersham). Las membranas se cubrieron con film

transparente y se expusieron a films X-OMAT (Kodak).
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Para poder reutilizar las membranas, antes de ser incubadas con un
anticuerpo primario distinto, fueron tratadas con 200 mM glicina pH 2.5 y 0.4%

SDS durante 30 min a temperatura ambiente y se lavaron abundantemente con TBS.

Anticuerpos primarios (WB) Casa comercial  Referencia Dilucion Descripcion

CREB-1 Santa-Cruz sc-186 1:1000 Policlonal de conejo
pCREB-1(ser 133) Santa-Cruz sc-7978-R 1:200 Policlonal de conejo
BDNF Santa-Cruz sc-548 1:1000 Policlonal de conejo
Citocromo C Pharmigen 556433 1:1000 Monoclonal de ratén
Smac/DIABLO Calbiochem 567365 1:1000 Policlonal de conejo
Actina Sigma A-5060 1:1000 Policlonal de conejo
Anticuerpo secundario (WB) Casa comercial Referencia Dilucion
anti Rabbit IgG-HRP (Fc) Santa-Cruz sc-3837 1:5000
anti-mouse Thermoscientific 31437 1:5000

Tabla 1: Lista de anticuerpos empleados en la realizacion de este trabajo.

5. Estudios inmunohistoquimicos.
Realizacion de los cortes:

Se cortan los cerebros de rata en criostato (Microm) coronalmente a 25 pm.
Todos los niveles rostro-caudales de hipocampo, se adhieren a un portaobjetos

“superfrost”.

5.1 Inmunohistoquimica de BrdU.

La inmunohistoquimica realizada con BrdU se basa en el método descrito
por Rakic (Rakic, 2002). La técnica consiste en utilizar el BrdU (5-Bromo-2’-
deoxiuridine) como un analogo de la timidita. Se incorpora a las cadenas de ADN de

las células durante la fase S de sintesis donde la célula estd duplicando su genoma,
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es por ello por lo que podemos considerar esta prueba como un marcador de la

neurogénesis al realizarla en tejido nervioso.

Procedimiento:
Se lavan los cortes de cerebro en PBS 0,1M pH 7.2. A continuacidon se
desenmascara, para hacer accesible el BrdU del ADN al anticuerpo primario, el

proceso de desenmascaramiento se compone de los siguientes pasos:

a) Bafio de PBS-Triton + METANOL 10% durante 20 minutos a temperatura

ambiente.

b) Calentar Citrato 10mM pH 8 hasta que hierva, se afiade el porta con la
muestra y se deja enfriar durante 30 minutos a temperatura ambiente y en

agitacion.
¢) Bano de HCI 2N durante 30 minutos a 37° C (en estufa).

d) Bafio de Tampon Borato 0,1M pH 8,5 durante 10 minutos a temperatura

ambiente.
e) Lavar con PBS 0,01M

Posteriormente se bloquea la peroxidasa enddgena en oscuridad, durante 15
minutos a temperatura ambiente. A continuacién se incuba con el anticuerpo
primario anti-bromodeoxyuridine (Invitrogen) junto con suero para bloquear durante
toda la noche en oscuridad a 4°C. El anticuerpo primario se diluye en PBS-Triton
0,3% a una concentracion de 1:200-1:300.

En nuestro caso, el anticuerpo anti-BrdU esta biotinilado, luego no
necesitamos un anticuerpo secundario. Se lavan los cortes con PBS 0,01M y se
incubar con ABC (complejo avidina-biotina-peroxidasa) para amplificar la sefial, 1h
a temperatura ambiente en agitacion. Ese complejo se une a la biotina con la que
estd marcado el anticuerpo primario.

Se lavan los cortes con PBS 0,01M y por ultimo se revelar con DAB
finalmente se lavan los cotes con PBS 0,01M y posteriormente se deshidrata la

muestra y se cubre.
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5.2 Inmunohistoquimica de doblecortina.

La doblecortina es una proteina que estd presente en las neuronas recién
formadas, durante los primeros 10 dias, pasado este tiempo ya el marcador que
expresan es el NeuN (Brown et al., 2003). Por este motivo la DCX es util como
marcador enddgeno para el estudio de la neurogénesis adulta y la morfologia de las
neuronas recién formadas.

Se lavan los cortes de cerebro en PBS 0,1M pH 7.2 para limpiar los cortes.
Se desenmascara con tampon citrato pH 8, para ello se calienta el tampdn hasta
hervor y se afiade a los cortes durante 30 minutos a temperatura ambiente y en
agitacion. Se lavan los cortes con PBS. Posteriormente se incuban con el anticuerpo
primario anti-doblecourtin (Abcam) diluido 1:400 en PBS-Triton 0,3% y NGS 20%
durante toda la noche. Se lavan los cortes con PBS, y se incubar con el anticuerpo
secundario biotinilado, anti-rabbit (ATOM) durante una hora. Transcurrido este
tiempo se lavan los cortes con PBS 0,1M y se incuban con ABC (complejo avidina-
biotina-peroxidasa) para amplificar la sefial, durante 1 hora a temperatura ambiente.
Ese complejo se une a la biotina con la que estd marcado el anticuerpo secundario.
Finalmente se lavan los cortes con PBS 0,1M y se revelar con DAB. Se lavan los

cortes con PBS y posteriormente se deshidratan las muestras y se cubren.

6. Estudio estadistico.
6.1 Estadistica descriptiva.

La medida de tendencia central utilizada en el presente trabajo fue la media
aritmética, que se define como la suma de los datos dividida por el nimero de casos.
La medida de dispersion de los datos utilizada fue la desviacion estandar de

la muestra.
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6.2 Pruebas estadisticas.
Para este trabajo hemos utilizado las siguientes pruebas estadisticas:

- ANOVA de un factor.

En este trabajo existe la necesidad de comparar més de dos poblaciones,
surgiendo el inconveniente del elevado nimero de comparaciones a realizar. Para
obviar esto, utilizamos el andlisis de la varianza, que contrasta simultineamente
todos los casos. El ANOVA de un factor sirve por tanto para comparar varios grupos
en una variable cuantitativa. A la variable categdrica que define los grupos que
deseamos comparar se la llama independiente o factor, mientras que a la variable
cuantitativa en la que deseamos comparar los grupos se la denomina dependiente.

La hipdtesis que se pone a prueba es que las medias poblacionales son
iguales, si esto es asi, significa que los grupos no difieren en la variable dependiente,
y en consecuencia la variable dependiente es independiente del factor.

La estrategia para poner a prueba la hipotesis de igualdad de medias, consiste
en obtener un estadistico, llamado F, que refleja el grado de parecido entre las
medias que se comparan. Cuanto mas diferentes sean las medias, mayor sera el valor
de F.

Si las poblaciones muestreadas son normales y sus varianzas iguales, el
estadistico F se distribuye segun el modelo de probabilidad F de Fisher- Snedecor.

La interpretacion de este estadistico es la siguiente: si el nivel critico
asociado al estadistico es menor que 0,05 rechazaremos la hipdtesis de igualdad de
medias y concluiremos que no todas las medias poblacionales comparadas son
iguales. En caso contrario, no podremos rechazar la hipotesis de igualdad.

En los casos en que se aplica este analisis y se descarta la hipotesis nula, hay
que utilizar lo que se denomina un contraste post hoc a posteriori para averiguar qué
medias en concreto difieren de qué otras.

En nuestro caso, la diferencia entre las medias de los distintos subgrupos se
estimd mediante un contraste pot hoc de tipo DMS (diferencia minima significativa)

que estad basado en la distribucion t de Student.
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- Analisis de varianza factorial.

Un ANOVA factorial permite evaluar el efecto individual y conjunto de dos
o mas factores sobre una variable dependiente cuantitativa. En un modelo de dos
factores, como es nuestro caso, los efectos de interés son tres: los dos efectos
principales (uno por cada factor) y el efecto de interaccion entre ambos factores.

En un andlisis de la varianza factorial existe una hipdtesis nula por cada

factor y por cada posible combinacion de factores:

- La hipotesis nula referida a un factor afirma que las medias de las

poblaciones definidas por los niveles del factor son iguales.

- La hipotesis referida al efecto de una interaccion afirma que tal efecto es

nulo.

Para contrastar estas hipotesis, el ANOVA factorial se sirve de estadisticos F
basados en la 16gica expuesta para el ANOVA de un solo factor. Asi pues, para cada
efecto existe una hipotesis y para cada hipotesis un estadistico F que permite
contrastarla. El nivel critico asociado a cada factor es el que nos permite decidir si
podemos o no, rechazar una hipotesis.

Al igual que en el ANOVA de un factor, en este caso también se realizan
contrastes post hoc para saber que medias difieren de cudles. En nuestro caso se
realizo el contraste DMS.

Para la realizacion del analisis estadistico se ha utilizados el programa de

estadistica “SPSS 15.0”.
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Resultados

1. Evolucién del consumo de dieta y del peso de los animales de

experimentacion.

La cantidad media diaria ingerida por el grupo control fue de 78 + 18 ml,
mientras que en el grupo etanol fue de 80 + 15. La cantidad media ingerida por el
grupo control-naltrexona fue de 76,81 + 18,4 ml y para el grupo etanol-naltrexona
fue de 78,07 + 12,0. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en
el volumen medio de dieta ingerida por los diferentes grupos (p>0,05), lo que
representa una ingesta caloérica no significativamente diferente.

La evolucién del peso medio de las ratas viene representada en la Figura 12.
El peso medio inicial fue de 284 + 26 gramos en el grupo control, mientras que en el
momento de sacrificio era de 398 + 12 gramos, siendo similar al resto de los grupos
tal como viene expresado en la Tabla 2. No se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas en la evolucion del peso entre los grupos en ninguna

fase del experimento (p>0.05).
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3 250 —m— CHNtx
g 200
E
o 150
E+Ntx

100
50

INICIO Semana1 Semana2 Semana3 Semana4 Semana5 Semanab

Tiempo (semanas)

Figura 12. Evolucion del peso medio de las ratas a lo largo de las 6 semanas de estudio, n=8

por grupo.
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284 +£26 398 + 12
299+ 7 384+ 17
277+ 36 394+ 19
302+ 6 383+7

Tabla 2: Pesos medios (gr) al inicio y al final del experimento, n=8 por grupo.

2. Niveles de alcoholemia.

Los niveles medios de etanol en las ratas alcoholicas a partir de la cuarta
semana fueron de 14,42 + 5,82 mmol/l. Estos datos concuerdan con multitud de
estudios anteriores que han utilizado este modelo y, que son clinicamente relevantes

(Lieber et al., 1989).

3. Capacidad antioxidante de la naltrexona.

Como se explica en la introduccion esta descrito como la naltrexona actia
como antagonista de los receptores p-opioides, y de esta propiedad radica sus
funciones farmacolégicas como coadyuvante en los tratamientos de
deshabituamiento del consumo de alcohol. Pero en la actualidad se estd estudiando
el efecto de la administracion de la naltrexona en otras patologias, dandole en ciertos
estudios caracter antioxidante. Por este motivo quisimos determinar la capacidad
antioxidante de la naltrexona, midiendo la capacidad antioxidante total de diferentes
disoluciones de concentraciones crecientes de naltrexona. Como se explica en el
apartado de material y métodos el kit se basa en la capacidad de la muestra de
inhibir la oxidacion de ABTS, es decir a mayor concentracion de ABTS" nos indica
una menor capacidad antioxidante. Como se puede observar en la Figura 13, las
disoluciones de mayor concentracion de naltrexona presentan mayor capacidad
antioxidante de forma estadisticamente significativa, ya que evitan en mayor medida

la oxidacion del ABTS.
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1,4

Antioxidante (mM)

[¢] 1 2 3 4 5

Concentraciéon de Naltrexona (mM)
Figura 13. Capacidad antioxidante total, 1=0.9472. p< 0,001

4. Estudio del suero.

4.1. Parametros bioguimicos.

Para estudiar si el consumo de etanol afecta al estrés oxidativo y si la
naltrexona es capaz de revertir este efecto, medimos diferentes parametros
bioquimicos, defensas antioxidantes como el GSH o la actividad GPx, y productos
de la peroxidacion lipidica como el MDA. Un aumento de éstos ultimos o una
disminuciéon de las defensas antioxidantes provocarian un aumento del estrés
oxidativo, segun la definicion dada por Sies (Sies, 1985).

El estudio del estrés oxidativo lo realizamos en suero para tener un valor
sistémico o general del estado redox del animal, y en hipocampo que es la zona del
cerebro de interés como se describe previamente en la introduccion.

Todos los resultados presentados en este trabajo estdn expresados como
media + desviacion estandar, las muestras son obtenidas el ultimo dia de los

experimentos.

4.1.1. Concentracion de MDA en suero.

Después de obtener el suero como se indica en el apartado de material y
métodos, se determinaron diferentes parametros bioquimicos entre ellos la
concentracion de MDA. Como se puede observar en la Tabla 3 y en la Figura 14

existe un aumento de la concentracion de MDA en el suero de las ratas del grupo
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etanol, siendo este aumento estadisticamente significativo respecto al grupo control,
control+naltrexona y etanol+naltrexona, por lo que el tratamiento con naltrexona
después de 6 semanas de consumo de etanol es capaz de revertir a niveles control la

concentracion de MDA sérico.

0.6 *

MDA (uM)
° o o @°
5] [F¥] EEN h

=
A

C E C+ Ntx E+ Ntx

Figura 14. Concentracion de MDA en suero. Control (C), Etanol (E), Control +

Naltrexona (C+Ntx) y Etanol + Naltrexona (E+Ntx). * p< 0,05 respecto a todos los grupos.

4.1.2. Actividad GPx en suero.

En la Tabla 4 se muestran junto a la concentracion de MDA, los valores de la
actividad GPx obtenida del suero de las ratas. En la Figura 15 se representa
graficamente como el consumo de etanol durante 6 semanas disminuye de forma
significativa la actividad de la GPx respecto a los grupos control y control +
naltrexona. En este caso la administracién de naltrexona también recupera de forma

significativa la actividad de la GPx.
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0,26 = 0,05 1495 + 188

0,41 +0,13 * 1270 £ 112 *
0,27 +£ 0,04 1517 + 226
0,24 + 0,09 1375 £ 131

Tabla 4: Pardmetros bioquimicos en suero. Concentracion de MDA (uM) y actividad

GPx (mmol/I*min.) * p<0,05 respecto a todos los grupos.
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Figura 15. Actividad GPx en suero. Control (C), Etanol (E), Control + Naltrexona
(C+Ntx) y Etanol + Naltrexona (E+Ntx). * p< 0,05 respecto a todos los grupos.

5. Estudio del hipocampo.
5.1. Parametros biogquimicos.

5.1.1. Concentracion de MDA en hipocampo.

En la Tabla 5 y en la Figura 16 se presentan las concentraciones de MDA en
el homogeneizado de hipocampo. Se puede observar como existe un aumento
estadisticamente significativo de la concentracion de MDA en el grupo etanol
respecto a los grupos control, control + naltrexona, etanol + naltrexona. En el caso
del hipocampo al igual que ocurria en el plasma, el tratamiento con naltrexona es
capaz de revertir de forma significativa el aumento de la concentracion de MDA en

el grupo de animales que consumen etanol.
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MDA (nmol/mg prot.)
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Figura 16. Concentracion de MDA en hipocampo. Control (C), Etanol (E), Control + Naltrexona

(C+Ntx) y Etanol + Naltrexona (E+Ntx). * p< 0,05 respecto a todos los grupos. n=8 por grupo.

5.1.2. Actividad GPx en hipocampo.

En la Figura 17 se representa la actividad GPx en el homogeneizado de
hipocampo. Se observa como en el grupo etanol existe una disminucion
estadisticamente significativa de la actividad de esta enzima respecto a los grupos
control y control naltrexona. El tratamiento con naltrexona en el grupo etanol no es

capaz de recuperar de forma significativa la pérdida de actividad de la GPx.
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Figura 17. Actividad de GPx en hipocampo. Control (C), Etanol (E), Control +
Naltrexona (C+Ntx) y Etanol + Naltrexona (E+Ntx). * p< 0,05 respecto al grupo control y

control naltrexona. n=8.
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5.1.3. Ratio GSH/GSSG.

En la Figura 18 se representa graficamente la relacion entre la concentracion
de GSH y de GSSG en el homogeneizado de hipocampo. Se observa como en el
grupo etanol y etanol + naltrexona existe una disminucion de la ratio GSH/GSSG.
Que haya una disminucion de la ratio GSH/GSSG quiere decir que o bien existe una
aumento de la forma oxidada del GSH, el GSSG, o una disminucidén del GSH. De
que cualquier modo una disminucidn de esta ratio nos indica una disminucion de los

agentes antioxidantes a favor de un aumento de los agentes oxidantes.

GSH/GSSG
O

cC E C+ Nitx E + Ntx

Figura 18. Ratio GSH/GSSG en hipocampo. Control (C), Etanol (E), Control + Naltrexona
(C+Ntx) y Etanol + Naltrexona (E+Ntx). * p< 0,05 respecto al grupo control y control

naltrexona. n=8.

2,89+ 0,68 31,49+ 7,79 20,19 +£3,6

4,10+ 1,17 * 20,45 + 6,45 ** 15,95 + 3,8%*

2,77+0,23 29,85+7,23 21,33 +4,9

2,91 +0,75 26,68 + 7,01 16,29 +2,6%*

Tabla 4 Pardmetros biogquimicos en hipocampo. Concentracion de MDA (mmol/mg de
proteina) * p<0,05 respecto a todos los grupos. Actividad GPx (nmol/mg de proteina x min.)

y ratio GSH/GSSG ** p<0,05 respecto al grupo control y control naltrexona. n= 8 por grupo.

63



Resultados

5.2. Estudio de las proteinas pPCREB/CREB y BDNF en hipocampo.

La determinacion de CREB y su forma fosforilada pCREB, se realizod
mediante la técnica de Western Blot como se describe en el apartado de Material y
Meétodos.

En la Figura 19 se observa como en el grupo etanol existe un aumento
estadisticamente significativo de la fosforilacion de CREB en hipocampo, que es la
forma activa de esta proteina. La administracion de la Naltrexona, que es un
antagonista de los receptores p-opioides, es capaz de inhibir esta fosforilacion. No
existen cambios de CREB, al igual que describen otros autores (Pandey et al., 2003).

Al observar que existia un aumento de la fosforilacion de CREB, quisimos
estudiar BDNF, que es una de las proteinas diana de pCREB. Como se observa en la
Figura 19, en el grupo etanol existe un aumento de BDNF, dicho aumento se
correlaciona con el aumento de pCREB. En es este caso la naltrexona también

inhibe el aumento de BDNF.
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Figura 19. a).Western Blot de las proteinas pCREB, CREB y BDNF. Actina como control de carga.
B) Graficas de la cuantificacion del western, Control (C), Etanol (E), Control + Naltrexona (C+Ntx)

y Etanol + Naltrexona (E+Ntx). * p< 0,05 respecto a todos los grupos. n= 8 por grupo.
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5.3. Estudio inmunohistoquimico.
5.3.1. Brdu.

En el presente trabajo como se explica en material y métodos, pretendemos
estudiar el efecto del etanol sobre la proliferacion celular concretamente en la
supervivencia y observar si la naltrexona interviene en mejorar dicho parametro.

Se estudid la expresion de BrdU en el hipocampo de las ratas de todos los
grupos al final del experimento y se observd una expresion basal localizada
principalmente en el giro dentado.

Como se puede observar en la Figura 21 y en la Gréafica 20, después de 6
semanas de consumo de etanol en el grupo etanol existe una disminucion
significativa de la supervivencia celular, y en este caso la naltrexona no ejerce
ningun papel protector de dicha supervivencia, ya que existe también una
disminucidn significativa del numero de células BrdU positivas en el grupo etanol +

naltrexona frente al control y control + naltrexona.
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Figura 20. Expresién de BrdU (n° cel/mm?). Control (C),
Etanol (E), Control + Naltrexona (C+Ntx) y Etanol +
Naltrexona (E+Ntx). * p< 0,05 respecto al grupo control y

control naltrexona. n=8.
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2
Figura 21. Expresion de BrdU (n° cel/mm ) en el hipocampo (20x), barra=50u. A). Contro,
B) Etanol, C) Control+ Naltrexona y D) Etanol+Natrexona.

5.3.2. Doblecortina.

Con la inmunohistoquimica para Doblecortina pretendemos estudiar si existe
proliferacion de nuevas neuronas, y nuevamente estudiar si la naltrexona ejerce
algun papel en la proliferacion de las neuronas recién formadas.

Las células marcadas con Doblecortina se observaban en la capa subgranular
del giro dentado (Figura 22) y sus prolongaciones se extendian hacia el exterior,
como se puede observar en el detalle de la Figura 23

El etanol produce una disminucidén en el niimero de nuevas neuronas que
proliferan en el giro dentado como se puede observar en la Figura 22 y en la Figura
23, dicha disminucién es significativa respecto a todos los grupos del estudio. Es
decir en esta ocasion la naltrexona si mejora la proliferacion de las nuevas neuronas

recién formadas.
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Figura 22.Expresion de doblecortina (n° cel/mm?). Control (C),
Etanol (E), Control + Naltrexona (C+Ntx) y Etanol + Naltrexona
(E+Ntx). * p< 0,05 respecto a todos los grupos. n=8.

2
Figura 23. Expresion de la DCX (n® cel/mm ) en el hipocampo (20x), barra=50u. A).

Contro, B) Etanol, C) Control+ Naltrexona y D) Etanol+Natrexona. E).Detalle del marcaje

de la DCX, ampliacion (60x) de la foto del grupo control. Barra =20 um.
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6. Estudio de los efectos del etanol sobre la mitocondria de cerebro.
6.1. Concentracién de colesterol libre.

Se determind la concentracion de colesterol libre tanto en homogenado de
cerebro como en la fraccion mitocondrial de cerebro de rata en los grupos control y
etanol. Como se puede observar en la Figura 24, no existe variaciones en la
concentracion de colesterol libre en el homogenado de cerebro entre el grupo control
y etanol. En cambio a nivel mitocondrial si existe un aumento estadisticamente

significativo en el grupo etanol respecto al control (Figura 25).
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Figura 24. Concentracion de colesterol en homogenado de cerebro, en los grupos Control

(C) y Etanol (E).
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Figura 25. Concentracion de colesterol en mitocondria de cerebro, en los grupos Control (C)

Colesterol (ug/mg proteina)

Colesterol (ug/mg proteina)

y Etanol (E). *p< 0.05 respecto al grupo control.
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6.2. Concentracion de glutation.

Como se puede observar en las Figuras 26 y 27, no existe modificacion de la
concentracion de GSH ni tampoco de la concentracion de GSSG en el homogenado
de cerebro, en cambio cuando medimos el GSH mitocondrial observamos que en el
grupo etanol existe una disminucion significativa de la concentracion de GSH, y esto
se correlaciona con el aumento significativo de la concentracion de GSSG

mitocondrial (Figuras 28 y 29).
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Figura 26. Concentracion de GSH en homogenado de cerebro, en los grupos

Control (C) y Etanol (E).
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Figura 27. Concentracion de GSSG en homogenado de cerebro,

GSSG (nmol/mg proteina)

en los grupos Control (C) y Etanol (E).
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Figura 28. Concentraciéon de GSH en mitocondria de cerebro, en
los grupos Control (C) y Etanol (E). *p< 0.05 respecto al grupo

control.
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Figura 29. Concentracion de GSSG en mitocondria de cerebro,

GSSG (nmol/mg proteina)

en los grupos Control (C) y Etanol (E). *p< 0.05 respecto al

grupo control.

6.3. Liberacion de proteinas proapoptéticas.

En el western blot de la Figura 30 se puede observar que el etanol provoca la
liberacion tanto de citocromo C como de la proteina Smac/Diablo, cuando se expone
a las mitocondrias a estimulos proapototicos tal y como se explica en el apartado de

material y métodos.
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ATR/ 30°C
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Citocromo ¢ e 14 kDa
Smac/Diablo e — 23 kDa

Figura 30. Liberacion de proteinas proapoptéticas de las
mitocondrias Control (C) y Etanol (E) sin y con exposicion a

atractilosido (ATR).
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Discusion

1. Efecto de la administracion cronica de etanol sobre el estres oxidativo en el
cerebro de rata.

El etanol es un toxico de consumo muy difundido en nuestro entorno,
pudiendo ejercer la accidn toxica bien por su efecto directo mediante la generacion
de radicales libres o a través de sus metabolitos. Se ha relacionado a los radicales
libres como uno de los principales factores implicados en las alteraciones derivadas
de su consumo en forma crénica, tanto del sistema nervioso central: cerebro
(Omodeo-Sale et al., 1997; Jindal & Gill, 1999), cerebelo (Rouach et al., 1997),
como del periférico (Bosch-Morell et al., 1998).

Los radicales libres pueden alterar directa o indirectamente varios
mecanismos celulares y fisiologicos, pudiendo conducir a alteraciones en
macromoléculas vitales para los seres vivos, entre ellas el DNA (provocando
mutaciones) o los lipidos de membrana (provocando su peroxidacion). Se ha
demostrado experimentalmente que la ingesta cronica de etanol conduce a un
aumento de los productos de la peroxidacion lipidica y un descenso de factores
antioxidantes como el glutation (GSH) y enzimas derivados (Schlorff et al., 1999;
Fernandez-Checa, 2003). Ademas, el consumo de alcohol ha sido relacionado con
un dafio mitocondrial, resultando en un descenso en la produccion de ATP (Koch et
al., 2004).

Diversos estudios (Tabuchi et al., 1995; Kono et al., 2001) han demostrado
que el uso de antioxidantes puede prevenir los dafios hepaticos y en la mucosa
gastrica provocados por el alcohol. También en el sistema nervioso se han utilizado
antioxidantes para reducir neuropatias inducidas por etanol (Bosch-Morell et al.,
1998; Avino et al., 2002; Johnsen-Soriano et al., 2007a; Sancho-Tello et al., 2008).

En nuestro modelo experimental los animales fueron alimentados con una
dieta equilibrada, asegurandonos que el aporte nutricional y calérico en todos los
grupos fuese homogéneo. Podriamos afirmar que las deficiencias vitaminicas, a las
que clasicamente se han atribuido un papel fundamental en la patologia de la
neuropatia asociada al alcoholismo, no han influido en nuestros resultados, o si lo
han hecho, ha sido en la misma medida en todos los grupos. Un déficit nutricional en
algun oligoelemento que forme parte de las enzimas antioxidantes como el Cu, Zn o

Se, o de algiin aminoacido necesario para la sintesis de GSH, como la metionina o la
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cisteina, se manifestaria como un descenso en la concentracion de GSH en todos los
grupos, bien por el exceso de consumo del mismo por la acumulacion de O,” 6 H,O,,
bien por la limitacion en la sintesis.

En el presente estudio la demostracion de que el consumo crénico de etanol
provoca una produccion elevada de los radicales libres y de los productos derivados
de la peroxidacion lipidica (MDA), asi como el descenso de los niveles de
antioxidantes endogenos (ratio GSH/GSSG) y actividad GPx, son evidencias que
apoyan el papel del estrés oxidativo en el dafo inducido por etanol sobre el
hipocampo (Figuras 15, 16, 17 y Tabla 4 de Resultados). Estos resultados
concuerdan con anteriores resultados que describen que el etanol administrado
cronicamente induce cambios significativos en el hipocampo, cerebelo, la corteza y
también en la retina donde el etanol reduce el contenido de GSH y aumenta la

peroxidacion lipidica (Calabrese et al., 2002; Sancho-Tello et al., 2008).

1.1 Efecto del consumo de alcohol sobre la mitocondrias cerebrales.

Se sabe que en el consumo cronico de etanol existe una amplia variedad de
dafios funcionales sobre el cerebro, tanto visuales, como motores, y en la funcion de
memoria y aprendizaje. El etanol ejerce estos efectos por su interaccion con el
sistema de neurotransmisores, membranas celulares y receptores, modificando las
funciones claves sobre el SNC (Herrera et al., 2003; Johnsen-Soriano et al., 2007a;
Sancho-Tello et al., 2008). Aunque los mecanismos moleculares y celulares que
provocan estos efectos no estdn completamente identificados, muchos estudios han
observado que uno de los mecanismos farmacolégicos que median los efectos del
etanol dan por resultado un aumento de estrés oxidativo (Sun et al., 2001). Este
estrés oxidativo se ha demostrado que produce un significativo descenso en las
enzimas antioxidantes y altera la homeostasis en el cerebro acompafiado por un
importante dafio en las funciones dependientes de hipocampo (Johnsen-Soriano et
al., 2007a). En el presente trabajo como ya se ha comentado en apartados anteriores
y coincidiendo con la literatura hemos observado que existe un descenso de la
actividad de la enzima glutation peroxidasa en los hipocampos de ratas que han

consumido etanol de forma cronica comparado con los que han consumido dieta
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control, al igual que un descenso de la ratio GSH/GSSG, acompafiado a su vez de un
aumento del MDA (Figuras 15, 16 y 17 de Resultados).

Estudiando el cerebro, existen grupos que han descrito un descenso en la
concentracion de GSH en diferentes areas del cerebro de ratas que han consumido
alcohol (Calabrese et al., 2002; Agar et al., 2003), en cambio en el presente trabajo
nosotros encontramos que 6 semanas de consumo de etanol produce un ligero
descenso de la concentracion de GSH en el homogenizado de cerebro completo, y
no existen cambios en la concentracion de GSSG. Las discrepancias de nuestros
resultados con los estudios de Calabrese et al., se podrian explicar por la elevada
diferencia en la sensibilidad al etanol dentro de cada poblacidon especifica de
neuronas, lo cual podria atribuirse a las variaciones celulares observadas en la
homeostasis del GSH (Malffi et al., 2008).

Que el GSH mitocondrial esté significativamente reducido en el cerebro de
los animales que han consumido etanol (Figuras 27), podria ser un fendmeno
relevante en el cual el GSH mitocondrial jugaria un papel crucial en la viabilidad
celular como ya se describié en hepatocitos (Romero & Sies, 1984; Romero et al.,
1984).

Colell et al., describieron como en las mitocondrias del higado de ratas que
han consumido etanol, existia una gran cantidad de colesterol, lo cual provoca un
defecto en el transporte del GSH mitocondrial, debido al efecto del aumento de la
microviscosidad de la membrana sobre las propiedades cinéticas del transporte de
GSH. Esto se traduce en una disminucién de la concentracion de GSH mitocondrial
(Colell et al., 1997). Dado que el cerebro es un 6érgano que tiene un alto contenido en
colesterol, en nuestro estudio hemos cuantificado tanto el colesterol en el
homogeneizado de cerebro completo como en la fraccion mitocondrial, detectando
un incremento del deposito de colesterol en las mitocondrias del cerebro de las ratas
que han consumido etanol (Figura 24). En cambio no se observaron diferencias en la
concentracion de colesterol en el homogenado de cerebro completo entre los grupos
control y etanol.

Otros estudios han mostrado que el enriquecimiento en colesterol de las
membranas mitocondriales de hepatocitos de rata, deteriora al translocador de

nucledtidos adenilicos (ANT) que media en el poro de transicion de permeabilidad
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mitocondrial (MPTP), con la subsiguiente liberacion de proteinas proapoptoticas
debido al descenso de la fluidez de la membrana mitocondrial (Colell et al., 2003).
MPTP es un complejo multiproteico involucrado en los mecanismos de regulacion
de la muerte celular, y puede estar influenciado por diferentes factores incluyendo
especies reactivas de oxigeno (Costantini et al., 2000; Vieira et al., 2001).

En el presente trabajo se observa que en las mitocondrias de cerebro de ratas
control no se produce una liberacién de proteinas proapoptoticas (SMAC/Diablo y
Citocromo c), incluso tratdndolas con atractilésido, de forma contraria a lo que se
observa en higado (Colell et al., 2003). Esto se podria explicar por la diferencia de
contenido de colesterol de ambos tejidos y consecuentemente el contenido de
colesterol mitocondrial.

Los niveles de GSSG estdn aumentados en la fraccion mitocondrial de
cerebro de rata alcohdlica, confirmando la carga oxidativa inducida por el consumo
de etanol. En estudios preliminares no se han observado diferencias en la formacion
de productos de peroxidacion lipidica en mitocondrias aisladas de cerebro de rata,
después de la incubacion con etanol y con acetaldehido respectivamente, en
concordancia con Haorah et al., los cuales describen una nueva ruta de
neurodegeneracion asociada al abuso de alcohol (Haorah et al., 2005; Haorah et al.,
2008). Estos autores describen que en neuronas humanas estan activas ambas
enzimas que metabolizan el alcohol: la alcohol deshidrogenasa y la CYP2EL.

Para comprobar si las mitocondrias del cerebro de rata del grupo etanol son
mas susceptibles a los estimulos proapoptoticos, como el atractilosido, se estudio, a
través de la técnica de western blot, la liberacion de proteinas apoptoticas,
SMAC/Diablo y de Citocromo c. Y se observd que el atractilésido provoca la
liberacion tanto de Citocromo ¢ como de SMAC/Diablo de las mitocondrias del
grupo tratado con etanol. Estos resultados concuerdan con otros estudios que
describen que la exposicion al etanol en neuronas fetales con bajo contenido en GSH
induce la liberacion de marcadores apoptdticos (Ramachandran et al., 2003b; Maffi
et al., 2008), y que el etanol aumenta la apoptosis en neuronas que estan

experimentado muerte celular provocada por otros factores (Krzyzanski et al., 2007).
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1.2. Naltrexona en el tratamiento del alcoholismo. ¢Propiedades

antioxidantes?

La administracién de etanol induce la liberacion de opioides endogenos,
tanto en animales de laboratorio (Marinelli et al., 2003; Marinelli et al., 2005) como
en humanos (Dai et al.,, 2002). En cambio, la administracion de antagonistas
opioides como la naltrexona, se ha observado que disminuye los efectos subjetivos
positivos y el comportamiento asociado al consumo de etanol. Por ejemplo en
pacientes alcohol dependientes se ha visto que la naltrexona disminuye el consumo
de etanol (Anton et al.,, 2004; Feinn & Kranzler, 2005). Estudios en diferentes
laboratorios han concluido que la naltrexona en bebedores sociales, puede disminuir
el efecto subjetivo estimulante del alcohol y el impulso a beber (Peterson et al.,
2006; Setiawan et al., 2011), es por todo ello que la naltrexona junto con abordaje
psicoterapéutico es uno de los farmacos de eleccion para la deshabituacion del
consumo de alcohol.

En la actualidad se estdn buscando diferentes usos a la naltrexona. Diversos
estudios sugieren que los opioides endogenos modulan el estrés oxidativo en
diferentes tejidos y pueden afectar a la supervivencia y proliferacion celular
(Payabvash et al., 2007). En un estudio experimental de colestasis cronica
observaron que, con la administracion cronica de naltrexona, se mejoraba de forma
significativa los niveles de GSH en higado de rata. Ademas esta recuperacion de la
concentracion de GSH era de forma dosis dependiente (Payabvash et al., 2007), los
autores en este trabajo describen que la naltrexona ejerce su efecto protector por el
bloqueo de los receptores opioides. En otro trabajo del mismo grupo inhiben la
apoptosis inducida por la morfina tanto con la administracién de naltrexona como
con la de N-acetil-cisteina (Payabvash et al., 2006), y proponen que la reduccion del
estrés oxidativo en higado es presumiblemente el motivo por el que se reduce la
apoptosis de los hepatocitos.

Los péptidos opioides estan reconocidos como moduladores de la liberacion
de ROS en diferentes tipos de células inflamatorias (Sobocanec et al., 2006). La
administracion de naloxona inhibe la liberacion del anioén superdxido en neutréfilos
humanos de forma dosis-dependiente (Simpkins et al., 1985). Ademas, la naltrexona

confiere un efecto anti-inflamatorio a través del bloqueo de los receptores opioides.
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Se ha observado que la naltrexona reduce de forma significativa la infiltracion de
neutrofilos en higado y disminuye los niveles de TNF-o en un modelo de
inflamacion inducida por LPS (Lin et al., 2005).

Existen trabajos donde pretratamientos con naltrexona reducen de forma
significativa el fallo circulatorio y la disfuncidon hepatica en sepsis inducida por LPS,
estos efectos estdn asociados con la reduccion de los altos niveles de TNF-a, y la
disminucién de la formacion de anion superdxido (Lin et al., 2005). En el estudio de
Lin et al., administran la naltrexona antes de inducir el dafio por LPS, a modo de
prevencion. En nuestro trabajo administramos la naltrexona como tratamiento,
después de 4 semanas de consumo de etanol, y observamos como la naltrexona es
capaz de normalizar la concentracion de MDA tanto sérico como en el hipocampo,
ademds el grupo etanol-naltrexona recupera los valores séricos normales de la
actividad de la enzima GPx. Wang et al., observd que la administracion de
naltrexona 30 minutos después de tratar a las ratas con LPS era capaz de reducir las
concentraciones en plasma de ALT y AST, enzimas indicativas de dafio hepatico, al
cabo de 12 horas del tratamiento con LPS (Wang et al., 2008). A su vez en este
mismo trabajo se obtuvo una reduccion de la formacidén de anion superoxido en
higado en el grupo de ratas a las que se habia administrado la naltrexona.

Por otro lado, Agrawal propone que la naltrexona administrada a bajas dosis
(3-4.5 mg/dia) podria ayudar al tratamiento de la esclerosis multiple (Agrawal,
2005). Su hipotesis se basa en que en la esclerosis multiple los peroxinitritos
producidos por astrocitos y microglia inhiben los transportadore de glutamato en la
hendidura sinaptica provocando una neurotoxicidad excitatoria por el glutamato, por
lo que postula que la naltrexona a bajas dosis actia reduciendo la actividad de la
oxido nitrico sintasa. Esto produce una reduccion en la formaciéon de peroxinitritos,
lo cual previene la inhibicion de los transportadores de glutamato. En nuestro trabajo
observamos que el etanol provoca un aumento de la produccion de MDA, un
producto de la peroxidacion lipidica, y que con la administracion de naltrexona
disminuye la concentracion de MDA hasta valores control, tanto en hipocampo
como en suero. Se sabe que el consumo crénico de etanol incrementa la expresion de
la oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS), lo cual podria modificar la cantidad de NO

producido por las diferentes areas del cerebro (Chalendler et al., 1997) por lo que
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siguiendo la hipotesis de Agrawal, se podria explicar la reduccion de MDA que
observamos en el grupo etanol+naltrexona, ya que la naltrexona podria estar
reduciendo la actividad de la oxido nitrico sintasa, reduciendo de este modo la
produccion de NO, previniendo la posible generacion de peroxinitritos, responsables
entre otros de la peroxidacion lipidica (Radi et al., 1991).

A partir de este posible mecanismo, se determind si la naltrexona tenia o no
capacidad antioxidante, usando la técnica de la oxidacion de ABTS a ABTS" por la
metmioglobina. Los resultados muestran que esta oxidacion disminuye conforme
aumentamos la concentracion de naltrexona (Figura 12 de Resultados).

Los radicales pueden alterar directa o indirectamente varios mecanismos
celulares y fisioldgicos, pudiendo conducir a alteraciones en macromoléculas vitales
para los seres vivos, entre ellas el DNA (provocando mutaciones) o los lipidos de
membrana (provocando su peroxidacion). Se ha demostrado experimentalmente que
la ingesta cronica de etanol conduce a un aumento de los productos de la
peroxidacion lipidica y un descenso de factores antioxidantes como el GSH y
enzimas derivados (Schlorff et al., 1999; Fernandez-Checa, 2003). Ademas el
consumo de alcohol ha sido relacionado con dafio en las mitocondrias, resultando en
un descenso en la producciéon de ATP (Koch et al., 2004).

En el presente trabajo se observa como la administracién de naltrexona como
tratamiento después de 4 semanas de consumo reduce la situacion de estrés
oxidativo ya que disminuye la peroxidacion lipidica y existe una tendencia de
recuperacion de los valores de la actividad de GPx en hipocampo. Por todo ello se
podria pensar que la naltrexona aparte de ser utilizada en los tratamientos de
deshabituacion por sus propiedades como antagonistas opioide, tiene otro efecto
beneficioso ya que podria ejercer su accion antioxidante, y mejorar la situacion de

estrés oxidativo que tiene lugar en el alcoholismo crénico.

2. El etanol modula la expresion de pCREB y de BDNF-.

Las drogas de abuso pueden ejercer su profundo efecto a largo plazo en el
sistema nervioso central por la modulacion de rutas de sefializacion que controlan la

expresion génica. Un destacable punto en la expresion de los genes es la regulacion

79



Discusion

de la transcripcion. Un importante factor de transcripcion es la proteina de unién en
respuesta al AMPc (CREB). CREB ayuda a modular la plasticidad sinaptica, y se
sabe que esto juega un importante papel en los mecanismos que subyacen al
aprendizaje y memoria.

CREB representa un punto de convergencia en la accion de diferentes
neurotransmisores y/o moduladores en varios neurocircuitos del cerebro, incluido el
hipocampo, amigdala, estriado ventral, (NAc). La ruta de sefializaciéon del AMPc es
una de las mayores dianas sobre la que actia el etanol y otras drogas de abuso en el
SNC.

Se sabe que CREB no se distribuye de la misma manera en las diferentes
areas de cerebro. De forma basal su expresion estd aumentada de forma significativa
en el NAc respecto a la expresion de CREB en el ATV, no habiendo diferencias en
el hipocampo y corteza (Walters et al., 2003). A su vez en la literatura existen
discrepancias sobre el efecto de la administracion de etanol sobre la expresion de
CREB y pCREB. Estas diferencias pueden ser debidas en la mayoria de las
ocasiones a la diferente metodologia empleada en los distintos estudios; la especie
animal, si el consumo es crénico o agudo, la forma de administrar la droga y segiin
el area del cerebro que se estudia.

Hoffman y Tabakoff observan un aumento de actividad en hipocampo y
corteza después del tratamiento agudo (Hoffamn&Tabakoff, 1990) en cambio Bison
y Crews observaron como la administracion aguda de etanol producia una
disminucion de pCREB en estas mismas areas y que Unicamente tras la abstinencia
durante 72 horas observaban un aumento en la fosforilacion de CREB
(Bison&Crews, 2003).

Pandey et al., determinaron que el consumo cronico de etanol durantel5 dias
de dieta alcohdlica no afectaba a la activacion de CREB, pero que tras 24 horas de
abstinencia existia una disminuciéon de pCREB en la amigdala central y medial
(Pandey et al., 2003). En el presente trabajo la administracion del etanol es mucho
mas prolongada (6 semanas), ademds 24 horas antes del sacrificio de la rata, se retira
el etanol, es decir se induce una abstinencia 24 horas antes de la finalizacion del
experimento. En estas condiciones se observa como en el hipocampo del grupo

etanol existe un aumento de forma significativa de la expresion de pCREB del
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mismo modo que Pandey observo este aumento de pCREB en el cingulado tras 24
horas de abstinencia, habiendo unicamente una disminucién de la expresion de
pCREB en el grupo etanol sin abstinencia.

Recientemente se ha postulado que el factor de transcripcion CREB funciona
como interseccion entre la recompensa del consumo de la droga y la respuesta al
estrés. La ruta CREB/pCREB est4 afectada por el efecto del etanol, tanto en el
consumo agudo como cronico. Del mismo modo, situaciones de estrés y la
subsiguiente activacion del eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal esta asociado con
un incremento de pCREB en diferentes areas del cerebro después de diferentes
situaciones de estrés como el choque eléctrico, sucesivas inmovilizaciones, y la
prueba de la natacion forzada (Stanciu et al., 2001; Bilang-Bleuel et al., 2002).
Ademas Kreibich et al., ha demostrado que repetidas exposiciones a la prueba de
natacion forzada antes del primer dia de la administracion de cocaina, potencia el
condicionamiento de preferencia de lugar para la droga (Kreibich et al., 2009). Este
modelo tiene importantes implicaciones clinicas, ya que se propone al estrés como el
factor critico que subyace a la vulnerabilidad frente a las drogas de abuso (Kreibich
et al., 2009). A su vez este grupo demostrdé que la funcion de CREB era necesaria
para que la situacion de estrés aumentara la recompensa a la cocaina ya que en
ratones mutantes para CREB no tenia lugar la preferencia de lugar. Observaron un
aumento de pCREB en diversas zonas del cerebro después de una serie de natacion
forzada. Las regiones del cerebro donde se veia este incremento de pCREB son
areas muy relacionadas con el circuito cerebral de la adiccidon, como son NAc,
amigdala, septum lateral.

En este trabajo se observa como en el grupo etanol, el cual ha tenido 24 horas
de abstinencia, existe un aumento de la fosforilacion de CREB. Tal vez dicho
aumento sea parte de la respuesta a una situacion de estrés.

Un gran nimero de estudios clinicos muestran que el antagonista opioide
naltrexona es un coadyuvante farmacologico muy efectivo para reducir la recaida en
alcoholicos (O'Malley et al., 1992; Volpicelli et al., 1992; O'Malley, 1995). Existen
multiples evidencias que demuestran que el estimulo de recompensa por el etanol
aumenta la actividad del sistema opioide endogeno (Gianoulakis & de Waele, 1994;

Gianoulakis, 1996; Herz, 1997), por lo que se ha hipotetizado que la recompensa por
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el etanol estd mediada, al menos en parte, por un incremento de la actividad opioide
(Koob, 1992; Self & Nestler, 1995).

Esta descrito que en muchas ocasiones después de la administracion de
forma cronica de la droga, la abstinencia podria ocasionar una situacion de
desequilibrio. En cambio en el grupo etanol+naltrexona, no se observa dicho
aumento de pCREB. Es posible que la naltrexona como antagonista opioide bloquee
los receptores opioides y evite que se active el estimulo de la recompensa,
inhibiendo de este modo el estrés ocasionado por la busqueda de la droga.

Se ha relacionado un desajuste en la regulacion de BDNF con el desarrollo
de enfermedades psiquidtricas, incluyendo esquizofrenia, depresion, ansiedad y
adiccion al alcohol (Angelucci et al., 2005; Davis, 2008).

Al igual que ocurria con la expresion y la activacion de CREB, en la
literatura existen multitud de discrepancias a la hora de analizar BDNF y su relacion
con el consumo de diferentes drogas de abuso. Existen trabajos que han observado
que en ratas el tratamiento croénico con etanol provoca una disminucion de la
expresion de BDNF en el hipocampo y corteza (MacLennan et al., 1995; Pandey et
al., 1999). Por el contraio, mientras que McGough et al. describen que la expresion
de BDNF estd aumentada en el estriado dorsal de raton después de consumo agudo y
autoadministracion de alcohol (McGough et al., 2004). Ademas, ellos han observado
que una disminucion de los niveles de BDNF lleva a un incremento del consumo de
etanol mientras que el incremento de BDNF atentia los efectos del consumo en
ratones. Estos resultados sugieren que la ruta de sefalizacion de BDNF puede servir
como ruta homeostatica envuelta en la regulacion de la adiccidon al alcohol
(McGough et al., 2004).

Por otro lado, BDNF interviene en la ruta dopaminérgica mesocorticolimbica
originada en el ATV y NAc también conocida como ruta de la recompensa. Estudios
recientes implican a las neurotrofinas como mediadores en los procesos de
recompensa y de adiccion a las drogas. Por ejemplo, drogas psicoactivas como
cocaina, anfetaminas o alcohol, administradas tanto a través de inyeccion o por
autoadministracion, incrementan la expresion de RNAm de BDNF y los niveles de
esta proteina en los nucleos paraventriculares del hipotdlamo y en diferentes areas

mesolimbicas, corteza cingulada y estriado. (Fumagalli et al., 2007; Logrip et al.,
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2009). En cambio los niveles de BDNF en corteza se ven reducidos tras largos
periodos de autoadministracion de etanol (Logrip et al., 2009). Ademas, la inyeccion
o sobreexpresion de BDNF en el ATV incrementa el consumo (Graham et al., 2007)
y la respuesta a las drogas psicoestimulantes, que se acompafia de un aumento del
condicionamiento de la preferencia de lugar (Bahi et al., 2008).

También se piensa que el incremento de los niveles de BDNF facilita la
transicion desde la respuesta aguda de recompensa hacia un estado de dependencia,
caracteristico de la adiccion. Ademas, la inyeccion o sobreexpresion de BDNF
dentro de la ruta de recompensa, sensibiliza la respuesta dopaminérgica a las drogas
(Vargas-Perez et al., 2009) y facilita el comportamiento de busqueda de la droga (Lu
et al., 2004) y recaida (Graham et al., 2007). Otros autores por el contrario la
inyeccion en la corteza prefrontal medial de BDNF disminuye btisqueda de cocaina
(Berglind et al., 2007). Se sabe que la regulacion dinamica de la sintesis y liberacion
de BDNF en NAc durante el consumo de cocaina contribuye al desarrollo y
mantenimiento de la adiccion a cocaina (Graham et al., 2007). Todo esto indica que
el desarrollo de la adiccion a las drogas esta en parte mediado por alteraciones en la
sefializacion de BDNF.

Pardon et al., observo un aumento en los niveles de proteina de BDNF en el
hipocampo después de 1 hora de exposicion a un nuevo ambiente (Pardon et al.,
2005). Ademas, el estrés por inmovilizacion induce un rapido incremento de los
niveles de BDNF y de los niveles de proteina en el hipotalamo y en hipocampo de
rata, pero este efecto se observa hasta una hora después de la aparicion del estrés,
después se transforma en una disminucion de los niveles de BDNF tanto de su
RNAm como de proteina cuando la duracion de la experiencia adversa incrementa
(Marmigere et al., 2003). Esto sugiere que la induccion de BDNF es parte de la
respuesta normal a una situacion de estrés, posiblemente para prevenir resultados
perjudiciales. Ademés no debemos olvidar que BDNF es un factor neurotréfico
regulado por la activacion de CREB, por lo que si una situacion de estrés promueve
la fosforilacion de CREB, es facil suponer que habra un aumento de BDNF, que es
la situacion que se observa en el presente estudio, donde el grupo etanol tiene un

aumento de BDNF en hipocampo (Figura 18).
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Por ello es de especial interés que con la administracién de naltrexona se
inhiba el aumento tanto de pCREB como de BDNF. Se sabe que la naltrexona ejerce
parte de su accion disminuyendo los circuitos que activan el refuerzo asociado al
consumo de la droga, disminuyendo de esta forma su consumo, por lo que

podriamos pensar que tanto pPCREB y BDNF estan implicados en dichos circuitos.

3. Efecto del consumo de alcohol sobre la neurogénesis.

La neurogénesis, considerada como un proceso del desarrollo, que implica la
proliferaciéon, migracion, supervivencia y diferenciacion de células madre del
sistema nervioso central en neuronas (Palmer et al., 1997), se puede ver afectada por
numerosos factores. Algunos de estos factores incluyen a hormonas, los
neurotransmisores, el dafio cerebral e incluso un ambiente enriquecido pude inducir
la neurogénesis del hipocampo. Dados estos antecedentes parece claro que el estudio
de la neurogénesis en el hipocampo puede tener capital importancia en nuestro
modelo de alcoholismo.

En la actualidad el hecho de que el etanol afecta a la neurogénesis esta
completamente demostrado, existen multitud de estudios donde se han estudiado el
efecto del etanol sobre la neurogénesis en hipocampo: estudios sobre el sindrome
alcohdlico fetal (Crews & Nixon, 2003), en ratas adolescentes (Crews et al., 2006;
Morris et al., 2010), en adulto después de consumo agudo y consumo crénico
(Herrera et al., 2003; Richardson et al., 2009) ect. Este trabajo muestra como la
administracion de etanol durante 6 semanas reduce la neurogénesis, habiendo un
descenso de la supervivencia celular en el grupo etanol respecto al control,
corroborando los estudios anteriormente mencionados.

La disminuciéon del nimero de células recién nacidas en el giro dentado de
ratas expuestas al alcohol podria ser debida a una alteracion de la proliferacion de
las células madre del hipocampo, a una disminucion de la supervivencia o a ambas.
Trabajos previos de nuestro grupo de investigacion observaron que el consumo de
etanol afectaba a la supervivencia y no a la proliferacion en el giro dentado de

hipocampo, ya que las ratas del grupo control y del grupo etanol presentaban el
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mismo numero de células positivas a BrdU en el giro dentado una hora después de la
ultima inyeccion de BrdU, hecho que afirma que la proliferacion celular no se ve
afectada. Sin embargo, después de 2 semanas las células positivas a BrdU
disminuyeron hasta los niveles observados a las 6 semanas después de la exposicion
al etanol (Herrera et al., 2003), por lo que la supervivencia de las nuevas células si se
ve afectada por el consumo de etanol. Ademas, el giro dentado de los animales
expuestos a etanol mostr6é un aumento marcado de muerte celular, principalmente en
las capas mas basales del giro dentado, donde se localizan la mayor parte de las
células recién nacidas. La cuantificacion mediante las técnicas de Nissl y TUNEL
condujo a los mismos resultados. Estos hechos sugieren que la exposicion a etanol
afecto a la supervivencia sobre todo en las dos primeras semanas, y que la
proliferacién no estaba afectada (Herrera et al., 2003). Todo esto podria explicar el
hecho que en el presente trabajo se observe que la administracion de la naltrexona
no mejore la supervivencia celular en giro dentado de hipocampo, ya que el BrdU se
inyecta durante los primeros 10 dias de administracion de la dieta alcohdlica, y la
naltrexona se administra 4 semanas después, por lo que segun lo observado por
Herrera et al., en este intervalo de tiempo el numero de células BrdU" ha disminuido
un 70%, respecto al control. Por lo que en futuros trabajos se deberia administrar la
naltrexona antes de producirse este descenso en la supervivencia para de este modo
poder determinar si la naltrexona tiene algiin papel protector en la supervivencia
celular.

La doblecortina estd expresada a lo largo de toda la zona subgranular con las
dendritas extendiéndose fuera de la capa molecular. El marcaje con doblecortina
puede validar el efecto inhibitorio sobre la neurogénesis observado con el marcaje
de BrdU, al tratarse de un marcador endégeno de las neuronas recién formadas.

En el presente trabajo se observa como en las ratas del grupo alcohol existe
una disminuciéon de células DCX" respecto al grupo control, He et al., también
observaron que la dieta liquida alcohdlica reduce el niimero de células DCX"
después de 2 y 4 semanas de consumo (He et al., 2005). La elaboracion de los
procesos dendriticos estd relacionada con la madurez de los neuroblastos. DCX se
puede observar en los procesos de ramificacion extendiéndose dentro de la capa

molecular del giro dentado. Cuatro semanas de exposicion al etanol disminuyen en
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un 50% el nimero de nddulos y terminaciones en las dendritas. También se reduce
la longitud de las dendritas apicales si se compara con el grupo control. Estos datos
sugieren a este grupo que el consumo cronico de etanol disminuye el crecimiento de
las dendritas de las neuronas recién formadas, provocando un déficit en la
maduracion en giro dentado del hipocampo (He et al., 2005).

El alcohol reduce la formacién de nuevas neuronas, aunque las células que
sobreviven al tratamiento de alcohol continuan su diferenciacion mayoritariamente
en neuronas, y la ratio de diferenciacion es similar en el grupo control. Por lo que
aunque la diferenciacion no esté afectada por el consumo de alcohol, la neurogénesis
si se ve disminuida.

Uno de los aspectos mas novedosos del presente trabajo seria la capacidad de
la naltrexona de proteger del efecto lesivo de la administracion cronica de etanol
durante cuatro semanas a las células recién formadas en el giro dentado de la rata, y

destinadas a ser neuronas, en un modelo terapéutico de administracion.
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Conclusiones

1. El modelo animal de consumo crénico de etanol con dieta liquida induce estrés
oxidativo en el cerebro de rata (medido por las variaciones en MDA, Gpx y GSH),

asi como modificaciones en otras rutas de sefalizacion (CREB, pCREB y BDNF).

2. El consumo cronico de etanol provoca una disminucion del GSH mitocondrial a la
vez que aumenta los niveles de colesterol en la mitocondria de cerebro, y ello
prodria ser el motivo por el que las mitocondrias cerebrales de los animales que han

consumido etanol son mds susceptibles a estimulos proapoptoticas.

3. El consumo cronico de etanol disminuye la neurogénesis en el hipocampo de rata,

afectando a la supervivencia de las neuronas recién formadas.

4. La naltrexona administrada con caricter terapéutico (después de 4 semanas de
consumo croénico y durante las 2 siguientes semanas junto con el alcohol) restablece
los parametros bioquimicos mencionados excepto la razon GSH/GSSG en el

hipocampo de rata.

5. El tratamiento con la naltrexona restablece el numero de células marcadas con
doblecortina en este modelo de alcoholismo crénico, indicando que la naltrexona

podria tener efecto protector sobre las neuronas recién formadas.
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Introduction

I. INTRODUCTION

1. Alcoholism.

The consumption of alcoholic beverages is a widespread habit and culturally
accepted in most part of the Western societies. In our country, the consumption of
beverages such as wine or beer is a socialy, culturaly and gastronomicaly consolidated
habit. However, consumption of alcoholic beverages in Spain and the problems
associated with them are very important. Spain is one of the first producers and also one
of the top consumers of alcoholic beverages (DGPNSD, 2010).

Alcohol is the most widely used drug in Spain, according to recent data collected
by the Government Delegation for the National Drugs Plan (DGPNSD). While the
consumption in the general population is declining, the proportion of binge drinking
among young people is increasing. In 2009/10, 78.7% of the Spanish population
between 15 and 64 years consumed alcohol "in the last year", 63.3% did so "in the last
month" and 11% consumed it "every day." (DGPNSD, 2010).

Dependence and alcohol abuse are the most abundant mental illness in America,
where approximately 14% of the population meets chronic alcoholic criteria during
some period of his life (Lejoyeux et al., 2000). In addition, alcohol is involved in almost
50% of traffic accidents and the majority of homicides, suicides and cases of domestic
violence: chronic intake being a major cause of death.

Over the past 30 years, scientists have turned their attention to the problem of
alcohol to discover their pathophysiological basi, treatment and prevention (Room et al.,

2005).

2. Neuropathology of alcohol.

Although the neurobiology of psychoactive drugs has been described in great
detail, much less is known about alcohol. Reinforcing effects of alcohol seem to be
caused by an interaction with several neurotransmitters including primarily gamma-
aminobutyric acid (GABA) and the opioid system, but it also affects dopamine (DA),
glutamate and serotonin (Koob & Nestler, 1997).

The reason for the limited information in the case of alcohol is that its

mechanism of action is nonspecific; it can have effects on a wide variety of
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neurotransmitter systems. It seems that alcohol acts not only enhancing the inhibitory
activity of GABA A receptors, but also by reducing the excitatory activity of subtype N-
methyl-D-aspartate (NMDA) glutamate receptor. Alcohol increases inhibition and
reduces excitation and may explain its description as a "depressant" of neuronal
functioning in the central nervous system (CNS). These effects of alcohol may explain
some of its toxic, amnesic and ataxic effects. However, theoretically the reinforcing
properties of alcohol are mediated by the effects on GABA and glutamate over the
release of dopamine in the mesolimbic system (Figure 1). Alcohol also appears to
release both opiates and cannabinoids in the reward system. Blocking cannabinoid
receptors in animals reduces the craving for alcohol in dependent animals. The blockade
of opiate receptors in human alcoholics with naltrexone decreases craving and,
consequently, increases abstinence rates. If you drink while taking naltrexone, opioids
released do not produce pleasure.

Molecular mechanisms have been proposed molecular mechanisms involving
NMDA receptors which are upregulated by ethanol administration; in this case the
neurons have greater sensitivity to the cytotoxic response induced by glutamate. Under
this alteration of NMDA receptors, alcohol can also damage neurons by impairment of
mitochondrial respiratory chain, generating further oxidative stress. Other mechanisms
involve glutamate, the toxicity of the amino acid homocysteine with a free sulfhydryl
group, although this action may be due to deficiencies in folate, and nutritional anemia

present in many alcoholic patients (Harper & Matsumoto, 2005).
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Figure 1. Accion del alcohol sobre el cerebro
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Neurological toxicity associated with ethanol comprises several clinical and
pathological entities, namely Wernicke encephalopathy, Korsakoff amnesic syndrome,
alcoholic dementia, cerebral atrophy, alcoholic neuropathy, alcoholic myopathy,
cerebellar degeneration, alcoholic nutritional amblyopia, central pontine myelinolysis,
Marchiafava-Bignami disease and fetal alcoholic syndrome. All these diseases affect
predominantly, if not exclusively, ethanol-dependent subjects, i.e. chronic alcoholics

drinkers (Diamond, 1992).

2.1 Alterations induced by alcohol on the hippocampus.

It is documented that chronic alcohol consumption causes cognitive impairment
in alcoholic patients (Harper & Matsumoto, 2005). Some studies have suggested that
cognitive impairment may affect the patient's recovery process and the implementation
of treatment strategies (Bates et al., 2002).

Hippocampus has been identified as one of the most sensitive brain region to the
effects of alcohol. The cognitive functions involved in this area, such as short-term
memory and spatial memory, are particularly vulnerable to the effects of alcohol
(Ryabinin, 1998). Neuroimaging studies have shown a significant reduction in
hippocampal volume in alcoholic patients (De Bellis et al., 2000; Geuze et al., 2005). In
animal models of alcoholism there is a decrease in the thickness of the dentate gyrus of

the hippocampus that is due to a loss of neurons (Walker et al., 1980).

3. Opioid system.

The endogenous opioid system has various physiological functions including
pain regulation (inhibition of response to pain), modulation of gastrointestinal,
endocrine and autonomic function, learning and memory.

Opioid receptors have a major role in brain circuitry of reward and addiction,
they represent a common neurobiological substrate mediating the reinforcing property
of most drugs of abuse and physical dependence. Opioids release dopamine in the Nac,
a common phenomenon to all drugs of abuse, mainly through inhibition of GABA

interneurons in the ventral tegmental area (TVA) (Gutstein & Akil, 2001; Florez, 2003).
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Opioid receptors are coupled to G proteins (Gai / ao). After stimulation of an
opioid receptor inhibition of adenylyl cyclase activity is produced, reducing the
concentration of cAMP and the activity of cAMP-dependent protein kinase or PKA,
resulting in decrease of protein phosphorylation. It also facilitatics the closure of
calcium channels in presynaptic neurons, thus reducing the neurotransmitter release and
the opening of potassium channels (GIRK) of postsynaptic neurons, causing membrane
hyperpolarization as resulting in reduced activation. Therefore they are receptors that

mediate inhibitory actions (Gutstein & Akil, 2001; Florez, 2003).

3.1. Alcohol and opioid receptors.

The opioid system is one of the most important in controlling alcohol
consumption (O'Malley, 1996; Herz, 1997). It has been suggested that alcohol may
cause the release of certain opioid peptides (Jamensky & Gianoulakis, 1997; Koob et
al., 1998) and that the increased activity of the brain due to enkephalin or f-endorphin
levels in basal conditions and in response to alcohol may be important for the initiation
and maintenance of high drug consumption (Gianoulakis et al., 1997; Froehlich et al.,
2000). It has also been reported that the increase density of p and 6 opioid receptors in
brain has an important role in positively reinforcing the effects of drugs of abuse
(Marinelli et al., 2000).

B-endorphin in the ATV acts by inhibiting the activity of GABAergic neurons,
which in turn, reduces the inhibitory action that produces GABA in normal situations on
dopaminergic neurons, thus increasing dopamine release in the terminals that project to
both the prefrontal cortex and Nac (mesolimbic-cortical pathway) (Di Chiara &
Imperato, 1988). It is known that a variety of drugs of abuse with different cellular
mechanisms act on the mesolimbic-cortical pathway (Judrez, 2004).

Considering that alcohol triggers the release of endogenous opioids such as -
endorphin (Gianoulakis, 1990; Gianoulakis et al., 1996), and several structures related
to enforcement mechanisms, such as NAc, with opioid receptors, part of the rewarding
effect of alcohol may be mediated by a direct action of B-endorphin on these structures,
in addition to its facilitating action on the release of dopamine from the TVA.
Moreover, it has been postulated that low levels of B-endorphin may be a direct result of
chronic alcohol consumption (Gianoulakis et al., 1996) and that this deficiency of -

endorphin during the abstinence period may contribute to the generation of anxiety and
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alcohol search, because a negative correlation between B-endorphin levels and anxiety
has been found during this period (Kiefer et al., 2002).

The contents of opioids, their biosynthesis and release are altered by chronic
alcohol consumption, although in the literature there is disagreement about the direction
of the changes. It has been reported that ethanol produces both, an increase, a decrease
or even an absence of changes in the opioid system activity. These discrepancies in the
literature may be due to methodological differences of the different studies such as
ethanol administration, the amount and duration of consumption, as well as different
species used (Kalant, 1985; Gianoulakis, 1993; Tabakoff & Hoffman, 1996).

In the abstinent period there is a great increase in cAMP. This large increase in
cAMP increases the excitability of neurons and is the molecular basis of withdrawal
signs and symptoms. This phenomenon has been demonstrated in locus coeruleus, Nac
and ATV. It seems that the cause of the upregulation of the cAMP system is the
increased production of a transcription factor called CREB (cAMP response element
binding protein). In addition, CREB increases the synthesis of dynorphin, a substance
that activates kappa receptors in the ATV neurons, resulting in a decreased release of
dopamine in the NAc. This reduction contributes to negative emotional states

(dysphoria and anhedonia) quite typical of abstinence (Bailey & Connor, 2005).

3.2 Naltrexone.

One of the aims of drug therapy for alcoholism is to avoid or reduce alcohol
consumption and relapse. Different substances have been used, including opioid
antagonists which, based on the affinity for its receptors, may be nonspecific (naloxone,
naltrexone) or specific (nalmefene, P-funaltrexamina, clocinnamox, naltrindole,
naltriben, norbinaltorfimina). The use of these substances is based on their property of
opioid receptor blocking, thereby reducing the reinforcing properties of alcohol. Opioid
antagonists most studied and used in clinic are nonspecific, which are known to have a
significant effect on consumption of alcohol (Coonfield et al., 2002), the rate of relapse
and craving for alcohol in alcoholic patients .

Naltrexone (Figure 2) is derived from naloxone, an opioid antagonist without
agonist properties. The activity of naltrexone is due both to the drug and its metabolite
6-B-naltrexol, with a half of life of 2.7 + 1.0 h (Gonzalez & Brogden, 1988). Naltrexone

affects the desire to drink that appears before and after alcohol intake.
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Alcohol promotes an increase in opioid activity, which causes an increase in
dopaminergic activity in the NAc. This, in turn, is based on the ability of alcohol to
produce reinforcement and instantly causes an increased desire to continue consuming
that patients perceive as a loss of control after the first drinks. By blocking opioid
receptors, in alcohol consumption lose their initial enabling capacity and also after a
first drink the patient does not lose control and does not fall into consumption.

Treatments must also include a psychotherapeutic approach, integrated and
individualized for each patient, different studies to date agree that naltrexone is effective
and blocks the uncontrolled consumption and progression to relapse in patients who

started alcohol intake during treatment cessation (O'Malley, 1996).

naltrexone

Figure 2: Naltrexone structure.

Mechanism of action of Naltrexone.

Naltrexone blocks opioid ligand binding to its receptor thus it reduces the
reinforcing properties of alcohol, therefore reducing their consumption (Gardell et al.,
1996; Parkes & Sinclair, 2000; Pettinati et al., 2006). It has been reported that the
attenuation of the reinforcing properties of ethanol may be related to opioid antagonists
by inhibiting the action of endogenous endorphins on the NAc (Weiss & Porrino, 2002)
and the blockade of opioid action on neurons that modulate dopaminergic activity in the
TVA (Weiss et al., 1993; Weiss & Porrino, 2002; Lee et al., 2005). At the same time it
has been observed that naltrexone has an anti-inflammatory and immunomodulatory
effect in vitro and in vivo (Ray et al., 1992; Greeneltch et al., 2004; Lin et al., 2005).

Different mechanisms have been postulated to explain the anti-inflammatory

action of naltrexone:

96



Introduction

- Naltrexone may induce unknown mediators whose function would be to inhibit
TNF-a, production by the macrophages.

- Naltrexone induces the production of inflammatory cytokines as interleukins
10, 4 and 3 (IL-10, IL-4 and IL-3), which would decrease the production of TNF-a
(Dinarello, 1997).

Nitric oxide can combine with superoxide anion to form peroxynitrite anion, the
most powerful reactive nitrogen species, which decomposes to form hydroxyl radicals
(Beckman et al., 1990). Both peroxynitrite anion and hydroxyl radicals are responsible
for the initiation of cellular lipid peroxidation, protein oxidation and damage to
mitochondrial function, which can cause tissue damage and induce cell death (Kukreja
& Hess, 1992; Kukreja & Janin, 1997). Studies have shown that naltrexone reduces the
polymorphonuclear cells infiltration in the liver, which indirectly could have caused
oxidative damage, suggesting that some of the beneficial effects of naltrexone depend
on its antioxidant properties (Wang et al., 2008).

But actually it is not yet known with certainty whether naltrexone has

antioxidant properties by itself, or whether it is through a secondary mechanism.

4. cAMP response element binding (CREB).

cAMP response element binding (CREB) is a transcription factor that is bound
as a dimer to cAMP response element (CRE), a specific DNA sequence. The CRE site
is located within a regulatory region (promoter or enhancer) of many genes, if a
promoter contains CREs, then it may be subject to regulation by CREB, depending on
many factors specific to the tissue, including the formation of the nearby chromatin.
Traditionally it was thought that CREB dimers were bound to CRE site at baseline, but
now it is known to be inactive. According to this view, events in the neuronal
membrane stimulate intracellular signaling cascade, causing phosphorylation of both
members of the CREB dimer and result in its transcriptional activity (Mayr &
Montminy, 2001). CREB is activated by phosphorylation of serine 133 by protein
kinase A-dependent c-AMP (PKA), transforming it into p-CREB (Figure 3).

CREB protein is expressed in all cells of the brain, and it is a member of the
family of proteins that act as a transcription factor. It is located inside the nucleus,
transcription factors like CREB are crucial for linking transcription stimuli:

transmission of events occurring in the cell membrane to changes in gene expression.
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For this reason, the alteration of gene expression of this protein, by regulating the
expression of virtually all types of neuronal proteins, may affect the function of
individual neurons and neural circuits (Carlezon et al., 2005).

Numerous intracellular signaling pathways (Figure 3) are involved in
transmitting information from the membrane receptor that mediates its action to the
nucleus where they interact with CREB to trigger processes that culminate in gene
transcription. The effectors of signaling pathways induct adenylyl cyclase (AC), cAMP,
Ca2 + and MAPK (mitogen activated protein kinase).
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Figure 3: trails and events involved in the activation of CREB. (Adapted from
Carlezon WA et al. (Carlezon et al., 2005).

Changes in phosphorylation of CREB and other transcription factors regulate
cAMP-dependent transcription of genes that are dependent on the activation of cAMP
response element (CREs) (Guitart et al., 1992; Lane-Ladd et al., 1997).
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4.1 Modulation of CREB expression by alcohol.

Some studies have shown that chronic ethanol consumption decreases the
activity of adenylate cyclase and decreases the expression and function of stimulatory G
proteins (Gs) and increased inhibitory G protein (Gi) in rodents (Wand & Levine,
1991). It is also known that PK A-mediated phosphorylation is decreased in the brains of
rats chronically treated with ethanol when compared with control rats (Rius et al.,
1988). There are various components of the cAMP transduction cascade that are
decreased in the brains for ethanol dependence rodents (Wand & Levine, 1991). It is
possible that the function of gene transcription factor CREB is altered in ethanol
dependence.

CREB plays a central role in the process of addiction (Nestler, 2001; Carlezon et
al., 2005; Spanagel, 2009). Ethanol is a pharmacological profile very complex and
several signaling systems have been identified as modulators of the function of CREB,
which could be used as "target" of ethanol (Spanagel, 2009).

Several studies have focused on the role of CREB and its target genes, such as
brain derived neurotrophic factor (BDNF), neuropeptide Y (NPY), the regulatory
activity associated with cytoskeletech (Arc) and corticotropin releasing factor (CRF) in
the development of alcohol addiction (Heilig & Koob, 2007; Davis, 2008; Pandey et al.,
2008; Thorsell, 2008). CREB is believed to play an important role in rewarding and
reinforcing effects of many drugs of abuse (Berke & Hyman, 2000; Nestler, 2001;
Nestler, 2002). It is known that phosphorylation of CREB has a crucial role in de novo
synthesis of proteins involved in the maintenance of normal synaptic plasticity (Duman
et al., 2000; Josselyn et al., 2001).

There are two cellular pathways leading to phosphorylation of CREB. In the first
one, neurotransmitters that stimulate cAMP generation cause phosphorylation of CREB.
These neurotransmitters interact with specific G protein-coupled receptors surface; the
activation of G protein activates adenylate cyclase (AC) and it is this that generates the
formation of cAMP. The cAMP binds to the regulatory subunit of PKA, inducing
dissociation and production of its catalytic subunit. The catalytic subunit of PKA
translocates into the nucleus and phosphorylates CREB at its serine 133.

In the second proposed route, CREB can be phosphorylated through cAMP
independent pathways, e.i activation of protein kinase Ca / calmodulin (Cam kinase IV)

by calcium-calmodulin that causes phosphorylation of CREB serine 133 (Figure 3).
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The route of the second messenger cAMP appears to be an important target for the
effects of both acute and chronic exposure to ethanol in the brain and other cells
(Hoffman & Tabakoff, 1990).

Acute ethanol exposure is associated with induction of the phosphorylation of
CREB. Prolonged treatment with ethanol is not able to induce phosphorylation of
CREB levels achieved during the initial exposure to ethanol. The balance between
CREB and its phosphorylated form is dependent on the nuclear content of kinases able
to phosphorylate CREB and phosphatases able to dephosphorylate CREB. It is plausible
that chronic exposure to ethanol induces phosphatase activity in the nucleus. Some
protein serine / threonine phosphatases have been identified in eukaryotic cells, these
phosphatases are able to dephosphorylate serine-133 of CREB (Hagiwara et al., 1992;
Wadzinski et al., 1993).

Alternatively it is possible that chronic exposure to ethanol causes a reduction in
the levels of nuclear kinases that phosphorylate serine 133 of CREB, and thereby reduce
the transcription of the gene, in this aspect, the catalytic unit of PKA (PKA-C) and cam
kinase IV are possible candidates. Some studies have shown that chronic exposure to
ethanol reduces nuclear expression of these kinases in the rat cerebellum. In the case of
PKA-C, this could be due to desensitization of adenylyl cyclase cascade by chronic
administration of ethanol. It is also possible that chronic ethanol consumption produces
a decrease in the biosynthesis of PKA, causing degradation or inhibition of kinase
translocation from the cytosol to the nucleus. There are precedents for the ability of
ethanol to alter protein trafficking (Diehl, 1992).

Besides the reduction of phosphorylation of CREB, chronic exposure to ethanol
also alters the binding activity of CREB. Hence one would predict that because ethanol
produces alterations in the phosphorylation of CREB activity and CREB binding would

reduce the expression of CRE-dependent genes.

5. Brain-derived neurotrophic factor.

BDNF is a member of the family of cysteine group. Neurotrophic substances
also include NGF (nerve growth factor), neurotrophin (NT-3) and NT4 / 5 in mammals.
NGF is a survival factor for sympathetic and cholinergic neurons in the CNS. BDNF
and NT-4 are widely expressed with high levels in the hippocampus, cerebellum and

cortex. BDNF may be produced by astrocytes under pathological conditions (Zafra et
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al., 1992; Juric et al., 2006), BDNF is also produced by platelets (Karege et al., 2002)
cells (Krause et al., 2008) and the vascular endothelium. It is an angiogenic factor, and
is also related to the vascular and hemodynamic response to ethanol.

The neurotrophins initiate signaling events that underlie learning, memory and
neuronal plasticity (Fischer et al., 1987; Alonso et al., 2005). The synthesis and release
of neurotrophins depend upon the activity, which is consistent with its role as a
modulator of resistance and maintenance of synapses (Canossa et al., 1997; Lessmann,
1998).

Neurotrophins initiate their signaling by binding to receptors of low (p75) or
high affinity (Trk). Isoforms of high affinity receptors are trkA and trkB, and they
preferentially bind nerve growth factor (GNF) and brain derived neurotrophic factor
(BDNF), respectively (Bibel & Barde, 2000; Huang & Reichardt, 2003).

BDNF gene expression is contralateral through four promoters. Of particular
interest is the expression of one of them that is regulated by neuronal activity from Ca 2
flux through Ca ** channels. Cytoplasmic Ca ** activates the transcription of BDNF
through a signaling cascade involving protein kinase activation of several transcription
factors, including CREB. BDNF is induced by neuronal activity and is involved in
development, neurite growth, synaptic plasticity, and regulation of dendritic
morphology (Poo, 2001; Kuczewski et al., 2009). The activation of TrkB leads to
receptor internalization and binding to adapter proteins, Grb2 and SOS, which interacts
with the Ras protein, leading to activation of MAPK (Poo, 2001; Reichardt, 2006).
BDNF signaling, especially through MAPK, ends in the activation of CREB (Tao et al.,
1998; Pizzorusso et al., 2000). Moreover BDNF and TrkB are CREB target genes.

6. Neurogenesis in the adult hippocampus.

Neurogenesis is the production of cells of the central nervous system (CNS),
namely neurons and glial cells. The term neurogenesis is used especially in humans, but
it also occurs naturally in any animal that has nervous system and therefore nerve cells.

The production of new neurons after birth was denied until the second half of the
twentieth century (Ramon y Cajal, 1928). Today we know that both neurons and glial
cells are still produced by the differentiation of stem cells throughout the life of
organisms (Kuhn et al., 1996).

101



Introduction

From the beginning of 1990 numerous studies have shown that new neurons are
formed in restricted areas in the adult CNS (Gage, 2000; Kempermann & Gage, 2000;
Alvarez-Buylla & Garcia-Verdugo, 2002). In humans, the generation of new neurons
was found and described in different parts of the nervous system in the olfactory bulb,
hippocampus and in different areas of the cerebral cortex (Kempermann & Gage, 2000;
Lledo et al., 2006). It has also been described that neurogenesis occurs in the prefrontal
cortex, which controls the process of implementation of decisions and is involved in
short-term memory, and in the inferior temporal region, which acts on the recognition of
faces or objects in the region posterior parietal, important in the perception of spatial
relationships and body image.

The integration of neurons in neural networks follow these steps (Figure 4): 1)
stem cell proliferation, 2) development of a progenitor cell, 3) immature neuron
differentiation, 4) migration to their final destination, 5) development of axons and
dendrites and formation of synapses with other neurons in the circuit, 6) and finally,
maturation to a fully functional neuron. Although these steps are the same that in
neurons formed during embryonic development, the main difference is that the neurons
formed in adult neurogenesis have to do all these steps in a mature environment and

have to be incorporated into existing circuits.
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Figure 4. Neurogenesis in the adult hippocampal dentate gyrus. 1. Proliferation:
Stem cells (pink) in the subgranular layer of dentate gyrus cells stimulated to
differentiate into immature neurons. 2. Migration: Immature neurons migrate to
the subgranular layer of the dentate gyrus. 3. Integration: Immature neurons
mature into new granule neurons by stimulation of the entorhinal cortex and

extend their projections to CA3. Adapted from Lie et al (Lie et al., 2004).

The fact that new neurons are formed throughout life in the CNS, not only
provides a unique model for understanding the basic mechanism of neuronal
development in the adult CNS, but also opens the possibility to stimulate this process as

a new strategy for therapy for CNS diseases.

6.1 Survival and proliferation markers.

6.1.1 Bromodeoxyuridine (BrdU).

Bromodeoxyuridine (5-bromo-2-deoxyuridine, BrdU) is a synthetic nucleoside

analogue of thymidine. BrdU technique is commonly used to detect dividing cells in
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living tissue because BrdU can be incorporated into newly synthesized DNA in
proliferating cells (S phase cell cycle), replacing the thymidine for DNA replication.
Specific antibodies are used to detect BrdU this means that BrdU-labeled cells would be
in a phase of cell proliferation (Gross, 2000). Antibody binding requires the
denaturation of DNA, usually by exposing the cells to acid or heat.

At present the use of BrdU is one of the main techniques for labeling neuronal
proliferation in order to characterize the changes of this phenomenon occurring during
certain diseases. Rao et al. demonstrated that reduction of neurogenesis in adult rats also
produced as a significant decrease in learning (Rao et al., 2006). Currently, it has been
described the reduction of neurogenesis in the dentate gyrus in several diseases such as
myocardial infarction and ischemia (Kuan et al., 2004), diabetes (Saravia et al., 2004)
alcoholism (Herrera et al., 2003 283) and that different antioxidants can protect this

Process.

6.1.2. Doublecortin.

Doublecortin (DCX) is an endogenous marker for studying adult neurogenesis
and morphology of newly formed neurons (Rao & Shetty, 2004). DCX is expressed in
the early cells that are designated to become neurons (Brown et al., 2003). DCX is a
phosphoprotein associated with the microtubule cytoskeleton that contributes to the
reorganization of microtubules, and is expressed both in cytoplasm and dendrites of new
neuroblasts during dendritic elongation and arborization neurons. The full development
of the dendritic tree suggests that neurons have matured and are being integrated
properly in the hippocampal circuit, which is a process required for proper function of
the hippocampus (Schmidt-Hieber et al., 2004).

DCX expression starts early during the first hours after cell division and remains
for a period of a few weeks (Figure 5), during this period the cells migrate, differentiate
and extend their dendritic trees, gradually transformed into neurons . As soon as the
cells mature into neurons and NeuN expression begins, DCX immunoreactivity
decreased dramatically (Brown et al., 2003).

Thus the pattern marked by DCX is useful to study the morphological changes
of newly formed neurons. It also provides independent validation of the proliferation of

neural progenitor cells and neurogenesis.
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Figure 5: Diagram of the neuronal differentiation cascade. Adapted from (Encinas et al., 2006).

6.2 Neurogenesis and ethanol.

It has been shown that many factors, both endogenous and exogenous, regulate
the different stages of adult neurogenesis. Hormonal and neuroendocrine factors,
neurotransmitters and growth factors, stress, physical activity, learning and memory,
environmental complexity and pharmacological agents, including substances of abuse,
have been implicated in one way or another in the regulation of neurogenesis in the
adult central nervous system (Ming & Song, 2005; Christie & Cameron, 2006). The
proven fact that exposure to drugs of abuse negatively affects the ability of self-renewal
of adult hippocampus provides growing speculation of the potential role that addiction
has on neurogenesis, as is hte case with cocaine (Canales, 2007).

In this sense alcohol has been one of the most studied drugs in recent years.
Initial investigations showed that acute administration decreased cell proliferation in the
dentate gyrus (DG) (Nixon & Crews, 2002). The same authors found that damage to
proliferation after acute consumption of ethanol was followed by a sharp increase in
proliferation one week after exposure to alcohol, and increased doublecortine
expression in the DG two weeks after treatment (Nixon & Crews, 2004). These data
suggest the compensation and reversibility of the effects of acute administration of

ethanol on cell proliferation after withdrawal.
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Neurogenesis, namely the survival of newly formed cells, and long-term
potentiation (LTP) in the hippocampus is significantly altered in rats chronically treated
with liquid diet containing ethanol (Herrera et al., 2003; Johnsen-Soriano et al., 2007a).
These reports involve oxidative stress as a contributing factor to cell death as the
administration of an antioxidant such as ebselen prevents the toxicity induced by
ethanol in hippocampal cells. In turn, chronic treatment with ethanol produces a
progressive decrease in learning and memory, as has been observed in a variety of
behavioral studies (Walker & Freund, 1971; Walker & Freund, 1973; Fehr et al., 1976).

The deficit in cognitive functions dependent on hippocampus has been observed
after chronic exposure to liquid diets containing alcohol. These models also reproduce
many of the observed effects of alcoholism in humans, including changes in the liver,
gastrointestinal effects and peripheral neuropathy (Lieber et al., 1989 618). Knowing the

changes that occur in the brain caused by alcohol, it is crucial to develop new therapies.

7. Oxidative stress and free radicals.

Oxidative stress is defined as an imbalance between oxidants and antioxidants in
favor of the former (Sies, 1991 100). Aerobic life is characterized by a constant
production of pro-oxidants that is balanced by the disappearance due to antioxidants.

Free radicals are all those molecules that contain in their outermost orbital an
unpaired electron. Free radicals tend to react avidly with other nearby molecules to
complete the incomplete orbital, thereby destabilizing the electronic configuration of
molecules with which they react, turning them down into reactive species and initiating

a chain reaction.

7.1 Physiological role of free radicals.

It has been demonstrated the role of free radicals in the antimicrobial and
antitumor defense, as well as messengers and inductors of genes (Satriano et al., 1993;
Zimmerman et al., 2002; Al-Shabrawey et al., 2008; Hardy, 2004). They may be
involved in the inactivation or activation of certain enzymes, (Fillebeen & Pantopoulos,
2002; Minamiyama et al., 2007), or contribute to the regulation of the extent of the
inflammatory process (Bourbon et al., 2004). In addition, it has been postulated that

oxidant-antioxidant balance may be involved in the process of apoptosis (Gupta et al.,
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2007; Svensk, 2004). Nitric oxide is involved in regulating functions in the immune,

cardiovascular and nervous systems (Mayer & Hemmens, 1997).

7.2. Pathogenic role of free radicals.

Free radicals have been related with hypertension (Touyz, 2004), cardiovascular
dysfunction (Ramachandran et al., 2003a), inflammation (Telfer & Brock, 2004), and
diseases such as diabetes (Muriach et al., 2006; Miranda, 2004; Hermenegildo, 1993;
Johnsen-Soriano et al., 2007a; Arnal et al., 2010), AIDS (Jareno et al., 2002) etc. These
radicals can directly or indirectly affect several cellular and physiological mechanisms,
and may lead to alterations of vital, including DNA (causing mutations), membrane
lipids (causing their peroxidation) and protein (by altering enzyme activities) and

ultimately can produce apoptosis and neuronal death .

7.3 Lipid peroxidation.

Lipid peroxidation is the oxidative deterioration of fats, especially
polyunsaturated fatty acids. It usually occurs when the hydroxyl radical (+ OH) is
generated in the vicinity of the membranes and attack the polyunsaturated fatty acids of
phospholipids, such as arachidonic acid.

An ¢ OH can convert hundreds of membrane fatty acids in hidroperoxidates
lipids, which are very unstable and quickly decompose into other products, being able to

produce new free radicals that can in turn initiate new peroxidation chains.
7.3.1 Products of lipid peroxidation.
Among the various aldehydes produced in the peroxidation of lipids, the most

intensively studied have been malondialdehyde (MDA) and 4-hydroxyalkenals,
including 4-hydroxynonenal (HNE) and 4-hydroxyhexenal (Esterbauer et al., 1991).

Malondialdehyde (MDA).
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MDA is a volatile molecule, low molecular weight (MW = 72.07), with a 1,3-
dicarbonyl group (Figure 6). In solution and gas phase, MDA is entirely enolizated and
maintained through an intramolecular hydrogen bond balance in two asymmetrical
forms.

MDA results from the oxidative degradation of polyunsaturated fatty acids,
especially arachidonic acid. Since this compound is a common end product of lipid
peroxidation independently of oxidized polyunsaturated fatty acid, its determination has
been widely accepted as a marker of this process (Halliwell, 2000 85; Bunnag, 2006 84;
Surekha et al., 2007).

(a)

Figure 6. Chemical structure of the MDA, (Janero, 1990 80)

Since oxidative stress and lipid peroxidation have been implicated causally in
the pathogenesis of some human diseases, the determination of residual products of
lipid peroxidation such as MDA, in tissues or body fluids, has received considerable
attention. So far, the mostly used techniques are based on the reaction of MDA with
thiobarbituric acid. The literature points to the determination of MDA by HPLC as one
of the most appropriate to reflect the rate of lipid peroxidation of a biological sample,

and this is precisely the one used herein.

7.4 Antioxidant defenses.

An antioxidant is defined as any substance which, when present at low

concentrations compared to the oxidizable substrate, significantly delays or prevents

oxidation of that substrate (Halliwell & Gutteridge, 1986 73). The term "oxidizable
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substrate" includes almost any macromolecule that is found in living cells, such as
proteins, lipids, carbohydrates and DNA.

Detoxification of reactive oxygen species is a prerequisite for aerobic life, so an
important antioxidant defense system has been developed that consists of collectors and
neutralizers, called non-enzymatic antioxidants (vitamins C and E, glutathione, etc.. ),
and direct antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase, glutathione peroxidase,
etc..), and enzymes with high antioxidant activity, which contribute to the maintenance
of other antioxidants systems (glutathione S-transferase, glucose 6-phosphate

dehydrogenase, etc.) (Sies, 1991 46).

7.4.1 The glutathione system.

The glutathione system, include glutathione and the enzymes related to its
metabolism, which are also responsible for maintaining the redox state under
physiological conditions (Meister & Anderson, 1983 87). Glutathione is a tripeptide
(consisting of glutamic acid, cysteine and glycine) of interesting biological properties
due to two structural characteristics: the y-glutamyl bond that protects peptidases, and
the presence of a free thiol group which makes it a very reactive compound with all
kinds of substances and even itself (Meister & Anderson, 1983 87). It is the most
abundant nonprotein thiol in virtually all animal cells (Dringen, 2000 88) and its
presence can be explained by its role in protection against oxygen toxicity. Glutathione
is considered to be in equilibrium between the different ways that this tripeptide may
occur (Kosower & Kosower, 1978 89): it can be found in the form of reduced thiol
(GSH), oxidized form (GSSG) and mixed disulfides GS-S-protein. Glutathione is
related to the activity of some enzymes such as:

-Peroxidase activity, represented by three enzymes:

1. Glutathione peroxidase (GPx) is a selenoenzyme, which can reduce hydrogen
peroxide (H,O,) to water. It is the most common form of peroxidase activity in
mammals and it is an important protective system against lipid peroxidation. The
function of this enzyme is to protect cell membranes from oxidative damage. The liver
is exposed to high levels of oxidants and it has a high activity of glutathione peroxidase.
Animals deficient in selenium have a lower activity of this enzyme (Van Vleet et al.,

1981).
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2. Glutathione transferase with peroxidase action: Some isoenzymes of glutathione S-
transferase also have activity against organic hydroperoxides. Under conditions of
selenium deficiency in the rat, glutathione peroxidase is decreased while glutathione
transferase activity is increased (Schramm et al., 1985).

3. Glutathione peroxidase against peroxidized phospholipids: it acts on oxidized
phospholipids of biological membranes. It is a monomer and was discovered as a seleno

enzyme distinct from the classical GPx based on its cDNA and amino acid sequence .

7.4.1.1Mitochondrial glutathione

GSH is synthesized in the cell cytosol and its availability in different cellular
compartments is determined by complex interactions between its use, transport,
synthesis and the rate of reduction of GSSG to GSH. Micondrial glutathione (mGSH) in
different tissues is 10-15% of total GSH in the cell and shows a similar concentration to
that of the cytosol (Romero & Sies, 1984; Garcia-Ruiz et al., 1994).

The main functions of the mGSH are:

-Reduction of H,O, generated by mitochondrial respiration.

As a result of cellular aerobic metabolism, superoxide radicals and H>O; as by-
products of mitochondrial respiration, reactive species that can lead to oxidation of
membrane lipids and other macromolecules, interfering with metabolic processes. Since
mitochondria lack the enzyme catalase, H,O, detoxification depends exclusively on
mitochondrial glutathione and GPx enzyme activity (Fernandez-Checa et al., 1997).

- Maintenance of cell viability.

mGSH has a key role in cell viability (Fernandez-Checa et al., 1998b). For
example, it was observed that the selective decrease in the levels of mGSH is an event
that precedes apoptotic death in thymocytes (Macho et al., 1997) and sensitizes the
hepatocytes against oxidative stress and TNF-a (Colell et al., 1997; Fernandez-Checa et
al., 1997). It also plays a key role in maintaining mitochondrial function by regulating
the permeability of the inner mitochondrial membrane by maintaining sulthydryl groups

in their reduced state (Armstrong et al., 2002).
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7.5 Alcohol and oxidative stress.

Ethanol can exert its toxic action either by a direct effect because of the
generation of free radicals or through its metabolites, mainly acetaldehyde (Nordmann,
1994).

The liver is the main target organ for toxicity of ethanol and has been repeatedly
confirmed the involvement of oxidative stress in the pathogenesis of alcoholic disease in
this tissue (Rouach et al., 1997). One mechanism to explain the origin of this oxidative
stress is the generation of free radicals in the metabolism of the ethanol molecule by
ethanol-inducible cytochrome P450 (CYP2EI isoenzyme), which generate significant
amounts of superoxide radical and hydrogen peroxide (Lieber, 1997; Lieber, 2004), and
1-hydroxyethyl radical (Albano et al., 1987).

Another source of 1-hydroxyethyl radical comes from the oxidation of ethanol in
the presence of traces of iron by hydrogen peroxide (McCord, 1998). After chronic
ethanol consumption, there is an induction of CYP2E1, which is associated both with
increased ethanol metabolism, as inactivation of xenobiotics to toxic metabolites
(Lieber, 2004).

Thus, it has been shown experimentally that chronic alcohol consumption leads
to an increase in lipid peroxidation products and decreased antioxidant factors and
enzymes such as glutathione derivatives (Schlorff et al., 1999). Alcohol consumption
has also been associated with the conversion of xanthine dehydrogenase to xanthine
oxidase, a process that can produce oxidative stress (Sultatos, 1988). Ethanol also
causes damage to mitochondria, resulting in a decrease of the production of ATP (Koch
et al., 2004).

Similarly oxidative stress has been described as the main factor involved in the
alterations resulting from chronic consumption in both the central nervous system, brain
(Johnsen-Soriano et al., 2007a), cerebellum (Rouach et al., 1997) and peripheral nerves
(Bosch-Morell et al., 1998). Several studies (Tabuchi et al., 1995; Kono et al., 2001)
have shown that the use of antioxidants can prevent liver and gastric mucosa damage
caused by alcohol. Several others antioxidants have also been used to reduce ethanol-

induced neuropathy (Bosch-Morell et al., 1998 238; Johnsen-Soriano et al., 2007a).
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8. Mitochondria.

Mitochondria are cytoplasmic specialized organelles in energy production,
resulting in the synthesis of ATP from ADP. Moreover mitochondria provide the energy
needed for cells to carry out their multiple functions, in the other hand, in recent years it
has been emphasized their role in regulating cell death by acting as a store of

apoptogenic proteins.

8.1. Structure and composition.

Mitochondria are mobile and flexible organelles, they have an average diameter
of 0.5-1 m, and its association with microtubules determines the orientation and
distribution typically observed in the cytoplasm of different cell types.

The basic structure of mitochondria consists of two highly specialized
membranes. There is an outer membrane that is in contact with the cytoplasm, and there
is an internal membrane with invaginations entering the mitochondrial matrix (Figure
7). Both membranes enclose two different compartments, the intermembrane space and
the mitochondrial matrix. In the intermembrane space there are various pro-apoptotic
proteins, adenylatekinase enzyme that converts AMP to ADP, which is rapidly
phosphorylated to ATP. With the help of this enzyme, the cytosolic AMP can be used to
regenerate ATP. Moreover, the mitochondrial matrix contains the machinery involved
in protein synthesis (DNA, RNA and ribosomes) and it is where Krebs cycle reactions
occur.

The outer membrane composition is analogous to the cytoplasmic membrane
and the endoplasmic reticulum. It contains 40% of fat and 60% of proteins, mainly
enzymes such as acyl-CoA synthetase, NADH-cytochrome b5 reductase, monoamine
oxidase and the voltage-dependent anion channel (VDAC). This channel is responsible
for the outer membrane filtering action, permeable to molecules under 5000 Da. Most
substrates can not cross the inner membrane, causing that the intermembrane space is
equivalent in chemical composition to the cytosol.

The composition of the inner membrane differs in many aspects of the external,
being much higher in protein (80%) due to the presence of large numbers of specific

transporters and enzyme complexes of the respiratory chain constituents.
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Figure 7: Diagram of mitochondrial structure and mitochondria by transmission electron microscope

(60.000X).

8.2. Transport and mitochondrial permeability.

While the outer membrane is permeable to most solutes, the inner membrane is
impermeable and can only be spread through her small neutral molecules such as
oxygen, water, carbon dioxide ... The remaining passive and active transports are
carried out through the membrane, and it is controlled by specific channels or
transporters (Figure 8).

For oxidative phosphorylation, mitochondria needs to import from the cytosol,
ADP and inorganic phosphate, while the ATP generated in this process is released into
the cytosol, involving two transporters present in all mitochondria: the ADP / ATP
translocator (ANT) and the inorganic phosphate transporter (Palmieri et al., 1993).

The mitochondrial matrix is negatively charged due to the pumping of protons
across the mitochondrial membrane, so the transport of any anion is affected by the
membrane potential.

The process of mitochondrial permeability transition (MPT) is characterized by
an increase in the permeability of the inner mitochondrial membrane to solutes smaller
than or equal to 1500Da (Hunter et al., 1976). The opening of this nonspecific channel,
allows a balance between the ions of the matrix and mitochondrial intermembrane
space, dissipating the proton gradient and uncoupling the respiratory chain. In addition,
there is a swelling of mitochondria due to hyperosmolality of the matrix. As the inner
membrane is invaginated and it has more surface area than the outer membrane,
expanding the volume of the matrix can cause the permeability and/or outer membrane

rupture, releasing the mitochondrial intermembrane space proteins.
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Mitochondrial permeability pore is controlled by a voltage-dependent calcium
channel (Bernardi et al., 1994). This multiprotein complex is located in the binding sites
between the inner and outer mitochondrial membrane, and thus pore opening allows
communication between the mitochondrial matrix and cytosol. It is not known the exact
composition of the mitochondrial pore, although some of its components have been
described. Among those who form the core of the pore is the adenine nucleotide
translocator (ANT) and voltage-dependent anion channel (VDAC).

Many agents that cause mitochondrial pore opening are ligands of ANT, the

atractyloside is one of them (Halestrap & Davidson, 1990).
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Figure 8: Scheme of transporters in the membranes of mitochondria. Modified from L.

Suresh et al. 2009 .
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Hypothesis and objetives

Il. HYPOTHESIS AND OBJECTIVES

The working hypothesis of this study would argue that the mechanism of
naltrexone (antagonist of p-opioid receptors) reason why it is used as adjuvant in the
treatmen of alcohol deshabituation, would be related to oxidative stress and some cell

signaling pathways related to stress. Thus we established the following goals:

1 - To characterize the changes induced in the rat brain in experimental model of
chronic alcohol consumption, studying the possible involvement of oxidative stress
(lipid peroxidation, concentration and / or activity of antioxidants), their relationship to

signaling pathways and neurogenesis .

2 .- To test the effect of naltrexone treatment on possible changes observed after chronic

ethanol consumption.
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I11. RESEARCH DESIGN AND METHODS

1. Experimental design.

1.2. Liquid diet administration.

All experiments in this study were based on the chronic alcohol rat model, which
was administered to rats feeding of Lieber-De Carli diet (Lieber et al., 1965) obtained
from commercial house Test Diet (London) . Briefly, the model of chronic alcoholism is
administered alcohol liquid diet (5% v / v) for six weeks. The rats were separated into
two groups and were administered alcohol liquid diet or control liquid diet. Control
group received alcohol rather than an isocaloric mixture with maltose dextrinated
substituting ethanol. The rats were divided into ethanol-control pairs with similar
weight, administered to the rat diet control the volume of ethanol ingested by rats the
previous day. The amount of diet consumed per day ranged between 80-120 ml.

We modified this model to induce withdrawal 24 hours rats. All ethanol rats 24

hours before sacrifice are given control diet.

2.2 Administration of naltrexone

At 5™ week rats were divided into four groups: control, control-naltrexone,
ethanol, ethanol-naltrexone. Naltrexone was administered daily for the last two weeks

of consumption of the diet, by intraperitoneal injection (Img/kg). The rats that were not

given naltrexone were injected the same volume of saline (Figure 9).
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Figure 9: Experimental design.

2.3 Bromodeoxyuridine administration (BrdU).

It followed the BrdU administration protocol for the study of cell survival as
described by Herrera et al. 2003, (Figure 10) (Herrera et al., 2003).

During the first 10 days of the experiment the animals received a daily
intraperitoneal injection of BrdU (40 mg/kg), a marker of cell proliferation, the last day
of the experiment animals were perfused as described in the following paragraphs.

Dia

1 de
dieta dieta

|

| inyeccion diaria de
BrdU (40mg/kg)

Dia 10
de

PERIODO
DE
ADAPTACION

I

Perfusion el dia
42 (6 semanas)

Figure 10. BrdU experimental design.
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3. Collection of samples.

3.1 Serum.

The animals were anesthetized by intraperitoneal injection (ketamine, 100
mg/kg; azepromazina 2.5 mg/kg) the blood was extracted directly from the heart, using
a syringe. Then blood was centrifuged for 2 minutes at 9000 rpm and supernatant was

removed.

3.3.2 Hippocampus.

After slaughter of animals, we proceeded immediately to the removal of the
hippocampus. The samples were homogenized in 0.1 M potassium phosphate buffer, pH
7, with a homogenizer Ultraturrax T25. The homogenates were stored at -20 ° C until
used for protein determination, MDA and glutathione peroxidase.

For the determination of glutathione, immediately after homogenization, 360 mL
acidified this homogenate with 40 mL of 20% perchloric acid, centrifuged at 12,000
rpm for 15 minutes and the supernatant was collected, which were stored at - 20 ° C
until use.

In the case of the immunohistochemical study, for obtaining brain slices after the
first infusion of rats with saline to clear blood and debris and then with 4% PFA fixative
solution 0.1M PBS, pH 7.4, was extracted the whole brain, and kept 12 hours in the
same fixative solution at 4 © C. Subsequently changed to a PBS-sucrose solution by
30% between 24-48h at 4 ° C. And finally included in cryobloc compound (DiaPath)

and others are stored at -80 © C. Then they were cut by cryostat as described below.

3.3 Mitochondrial extraction.

Mitochondria were extracted by differential centrifugation of whole brain
homogenates from rats. After sacrificing the rat brain was extracted and immediately
homogenized with a volume of mannitol buffer. Mannitol buffer consists of 210 mm
mannitol, 60 mM sucrose, 10 mM KCI, 10 mM sodium succinate, 0.1 mM EGTA and
10mM HEPES, at pH 7.4)

This brain with that volume of mannitol buffer was homogenized with Teflon
homogenizer 4 times at 1200 rpm. This one milliliter homogenate reserves to be used
for determinations in total brain homogenate.

The remaining homogenate was centrifuged at 700 g for 10 min at 4 ° C, the

pellet is discarded and the supernatant was centrifuged at 10,000 g for 15 min at 4 ° C.
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The precipitate obtained by this centrifugation was resuspended in mannitol buffer
having a final volume of 4 ml. These are divided into two ultracentrifuge tubes with 8
ml of a solution of mannitol to 30% percoll and centrifuged at 27,700 rpm for 35
minutes at 4 °© C. After ultracentrifugation it shows a band corresponding to the
mitochondrial fraction, just above the percoll pellet, this band is removed and washed
with mannitol buffer by centrifuging at 10,000 g for 15 min at 4 ° C. The precipitate
was resuspended with a small volume of mannitol buffer, it having already prepared for

the different determinations.

4. Biochemical assays.
4.1. MDA determination.

MDA, a lipid peroxidation product, concentration was measured by liquid
chromatography according to a modification of the method of Richard as previously
described (Romero et al., 1998). Briefly, 0,1 ml of sample (or standard solutions
prepared daily from 1,1,3,3-tetramethoxypropane) and 0,75 ml of working solution
(thiobarbituric acid 0,37% and perchloric acid 6,4%; 2/1, v/v) were mixed and heated to
95°C for 1 h. After cooling (10 min in ice water bath), the flocculent precipitate was
removed by centrifugation at 3,200 x g for 10 min. The supernatant was neutralized and
filtered (0,22 mm) prior to injection on an ODS column 5 mm column (250 x 4,6 mm).
Mobile phase consisted in 50 mM phosphate buffer (pH 6.0): methanol (58:42, v/v).
Isocratic separation was performed with 1.0 ml/min flow (HPLC System 325, Kontron)
and detection at 532 nm (UV/VIS HPLC Detector 332, Kontron).

Calibration curves were run daily.

4.2. Gpx activity.

GPx activity was assayed as reported by Lawrence (Lawrence et al., 1978)
towards hydrogen peroxide. The disappearance of NADPH was followed
spectrophotometrically at 340 nm. The reaction mixture consisted of 240 mU/ml of
glutathione disulfide reductase, | mM GSH, 0,15 mM NADPH in 0,1 M potassium
phosphate buffer, pH 7.0, containing 1| mM EDTA and 1 mM sodium azide; 50 ml

sample were added to this mixture and allowed to equilibrate at 37 °C for 3 min.
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reaction was started by the addition of 1.5 mM hydrogen peroxide to adjust the final

volume of the assay mixture to 1 ml.

4.3. GSH determination.

The GSH content of hippocampus was quantified by the method of Reed (Reed
et al, 1980). Briefly, eyes were homogenized in prechilled medium containing
phosphate buffer (pH 7.0) and perchloric acid (PCA). Suspensions were centrifuged at
14000 x g and the resulting supernatants were collected and stored at —80° C. The
samples were mixed with a solution of iodoacetic acid and Sanger reagent (1-fluor-2,4-
dinitrobencene). These products are quickly separated by HPLC which allows the
quantification of nanomolar levels of GSH.

Protein content was measured by means of the Lowry method (Lowry et al.,

1951).

4.4 Free cholesterol determination.

The levels of free cholesterol are mesured by the method of Duncan (Duncan et
al., 1979). A 500ul sample was added 300ul of 33% KOH and 3 ml of ethanol 96% and
without saponification is added 3 ml of hexane and water 900ul distilled. All this is
stirred vigorously and collected 1 ml of the organic fraction. Prior to the measurement is
returned with isopropanol. In each experiment, prepare a blank and a standard
calibration curve (0, 5, 10, 20, 40, 80 and 100 mg). The peak area obtained is directly
proportional to the concentration of cholesterol in the sample, estimated by intra-and in
the regression line obtained with standards.

Measured cholesterol levels with a Gilson model 322 and HPLC using a Waters
Bondapak C18 column (30cm x 4mm) being the mobile phase 2-propanol/acetonitrilo

(1:1 v/ v) at a rate of 1ml/min.

4.5. Determination of antioxidant capacity.

Total antioxidant capacity was measured using a commercial ELISA kit
(Antioxidant Assay kit, Cayman Chemical Company). The method is based on the
ability of antioxidants in the sample to inhibit oxidation of ABTS (2.2 '- azino-di-[3-
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ethylbenzthiazoline sulphonate]) to ABTS + by metmyoglobin. The amount of ABTS +
produced can be estimated by reading the absorbance at 750 nm i1 405 nm. Under the
reaction conditions, the antioxidants in the sample cause suppression of the absorbance
at 740nm or 405nm is proportional to its concentration. The ability of antioxidants in
the sample to prevent ABTS oxidation is compared with that of Trolox, a water-soluble

tocopherol analogue, and quantified in millimolar Trolox equivalents.

4.6. Inmunohistochemistry.

Briefly, cryosections will be first incubated for 60 minutes in blocking solution;
phosphste-buffered saline (PBS) containing 1% BSA, 5% normal goat serum and 0,5%
Triton X-100. This will be followed by overnight incubation with the diluted primary
antibody at 4°C. Binding of the primary antibodies will be detected using washings and
application of secondary antibodies. The reaction was developed with DAB (Dako).
Sections were covered with DPX mounting media for microscope analysis. Scion Image

was used to quantify.

4.7 Statistical analysis.

The results are presented as mean values + SE. Statistical significances were
assessed by ANOVA followed by the t-Student test. The level of significance was set at
p <0.05.
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IV.RESULTS

1 Time course of diet consumption and weight of experimental animals.

The average daily amount ingested by the control group was 78 + 18 ml, while
in the ethanol group was 80 + 15 ml. The average amount ingested by the control-
naltrexone group was 76.81 = 18.4 ml and in the ethanol-naltrexone group was 78.07 +
12.0 ml. There were no statistically significant differences in the average amount of diet
consumed by different groups (p>0.05), which represents a caloric intake not
significantly different.

The time course of the average weight of rats is shown in Figure 11. The mean
initial weight was 284 + 26 gr in the control group, while at the time of sacrifice it was
398 + 12 gr, similar to other groups such as it is expressed in the Table 1. There were no
statistically significant differences in weight variation between groups in any phase of

the experiment (p> 0.05).
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Figure 11: Time course of the average weight of rats over the 6-week of study, n = 8 per group.

284 + 26 398 £ 12
299+ 7 384+ 17
277 + 36 394+ 19
302+ 6 383 +7

Table 1: Weight (g) at the beginning and at the end of the experiment; n = 8 per group. Data are

expresed as mean + SD.
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2. Blood alcohol levels.

The average levels of blood ethanol levels in rats after the fourth week were of
14.42 + 5.82 mmol / 1. These data are consistent with many previous studies that have

used this model and that are clinically relevant (Lieber et al., 1989).

3. Antioxidant capacity of naltrexone.

Naltrexone, as explained in the introduction, acts as an antagonist of p-opioid
receptors and in this property lies its pharmacological functions as an adjunct in the
treatment of alcohol wean. But today the effect of the administration of naltrexone in
other pathologies are being sudied, some of these studies have attributed to naltrexone
antioxidant properties. For this reason we wanted to determine the antioxidant capacity
of naltrexone, measuring the total antioxidant capacity of different solutions of
increasing concentrations of naltrexone. As explained in the section of matherials and
methods, the kit of antioxidant capacity is based on the ability of the sample to inhibit
oxidation of ABTS, ie the higher the concentration of ABTS', indicating a lower
antioxidant capacity. As shown in Figure 12, solutions of higher concentration of
naltrexone have higher antioxidant capacity, in a statistically significant manner, as they

prevent further oxidation of ABTS.

1,4

Antioxidante (mM)

0 1 2 3 4 5

Concentracion de Naltrexona (mM)

Figure 12: Total antioxidant capacity, r = 0.9472. p <0.001.

124



Results

4 Study of serum.

4.1 Biochemical parameters.

To study whether ethanol consumption affects the oxidative stress and whether
naltrexone is able to reverse this effect, we measured biochemical parameters,
antioxidant defenses such as GSH or GPx activity and lipid peroxidation products like
MDA. The increased in MDA or the decrease in antioxidant defenses would lead to an
increased oxidative stress, according to the definition given by Sies (Sies, 1985).

We study oxidative stress in serum to have a systemic or general value of the redox state
of the animal, and in the hippocampus, because it is the brain area of interest as
previously described in the introduction.

All results presented in this paper are expressed as mean + standard deviation,

the samples are obtained on the last day of the experiments.

4.1.1 MDA concentration in serum.

After obtaining the serum as described in material and methods section, we
determined various biochemical parameters including the concentration of MDA. As
can be seen in Table 2 and Figure 13 there is an increased of MDA concentration in the
serum of rats in ethanol group, this increase being statistically significant compared to
the control, control + naltrexone and ethanol + naltrexone groups. Naltrexone treatment
after 6 weeks of ethanol consumption is able to reverse to control levels of serum MDA

concentration.
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Figure 13: MDA concentration in serum. Control (C), Ethanol (E), Control +
Naltrexone (C + Ntx) and Ethanol + Naltrexone (E + Ntx). * p <0.05 compared

to all groups.

4.1.2 GPx activity in serum.

Figure 14 shows how the consumption of ethanol for 6 weeks
significantly decreases GPx activity compared to control and ethanol +
naltrexone groups. In this case the administration of naltrexone also

recovered significantly GPx activity.

0,26 £ 0,05 1495 + 188

0,41+0,13 * 1270 £ 112 *
0,27 £ 0,04 1517 +226
0,24 £ 0,09 1375 £ 131

Table 2: Biochemical parameters in serum. MDA concentration (uM) and

GPx activity (mmol /1 * min.) * p <0.05 compared to all groups.

126



Results

2000
E 1600 | *
=
E

1200 -
g
£ s00 |
E
=
£ 400
g
-

0
c E C+ Nix E + Ntx

Figure 14: GPx activity in serum. Control (C), Ethanol (E), Control + Naltrexone
(C + Ntx) and Ethanol + naltrexone (E + Ntx). * p <0.05 compared to all groups.

5 Study of the hippocampus.
5.1 Biochemical parameters.
5.1.1 MDA concentration in hippocampus.

Table 3 and Figure 15 show MDA concentration in homogenates of
hippocampus. It can be seen there is a statistically significant increase of
MDA concentration in the ethanol group compared to control, control +
naltrexone, ethanol + naltrexone groups. In the case of the hippocampus, as
occurred in the plasma, treatment with naltrexone is able to reverse the
significantly increased the concentration of MDA in the group of animals

that consumed ethanol.

127



Results

MDA (nmol/mg prot.)
(]

3 A
1 _ '
0

C +Nitx E+ Ntx

Figure 15: MDA concentration in the hippocampus. Control (C), Ethanol (E),
Control + Naltrexone (C + Ntx) and Ethanol + Naltrexone (E + Ntx). * p <0.05

compared to all groups. n = 8 per group.

5.1.2 GPx activity in the hippocampus.

Figure 16 shows GPx activity in the hippocampal homogenate. It is
observed there is a statistically significant decrease in the activity of this
enzyme in the ethanol group compared to the control and control +
naltrexone group. Treatment with naltrexone in the ethanol group is unable

to recover the significant loss of GPx activity.
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Figure 16: GPx activity in the hippocampus. Control (C), Ethanol (E),
Control +naltrexone (C + Ntx) and Ethanol + naltrexone (E + Ntx).

*p<0.05 versus the control group and control naltrexone. n = 8.
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5.1.3 Ratio GSH / GSSG.

Figure 17 shows the relationship between the concentration of GSH and GSSG
in the hippocampal homogenate. It is observed that in the ethanol group and ethanol +
naltrexone there is a decrease in the ratio GSH / GSSG. This decrease in the ratio GSH /
GSSG means that there is an increase in the oxidized form of GSH, GSSG, or a
decrease of GSH.
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Figure 17: Ratio GSH / GSSG in the hippocampus. Control (C), Ethanol (E),
Control + Naltrexone (C + Ntx) and Ethanol + Naltrexone (E + Ntx). * p <0.05

versus the control group and control naltrexone. n = 8.

2,89+ 0,68 31,49+ 7,79 20,19 +£3,6

4,10+ 1,17 * | 20,45+ 6,45 ** | 15,95+ 3,8**

277023 | 29.85+7.23 2133+49

2,91+0,75 26,68 + 7,01 16,29 +2,6%*

Table 3: Biochemical parameters in the hippocampus. MDA concentration
(mmol / mg protein). GPx activity (nmol / mg protein x min.) and GSH / GSSG
ratio. * p <0.05 compared to all groups. ** p <0.05 versus the control group and

Control+ Naltrexone. n = 8 per group.
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5.2 Study of pCREB / CREB and BDNF proteins in the hippocampus.

The determination of CREB and CREB phosphorylated form (pCREB), was

performed by Western Blot as described in Material and Methods.
In Figure 18 we can observe that in the ethanol group there is a statistically significant
increase in phosphorylation of CREB in the hippocampus, which is the active form of
this protein. The administration of naltrexone, an antagonist of p-opioid receptors, is
able to inhibit this phosphorylation. There are no changes in CREB, as described by
others authors (Pandey et al., 2003).

Because there was an increased phosphorylation of CREB, we also to study the
brain-derived neurotrophic factor (BDNF), which is one of the proteins targeted by
pCREB. As shown in Figure 18, there is an increase of BDNF in the ethanol group, this
increase correlates with the increase in pCREB. In this case, naltrexone also inhibited

the increase in BDNF.
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Figure 18: A). Western blot of pCREB protein, CREB and BDNF. Actin as control load. B)
Graphical quantitation of Westerns, Control (C), Ethanol (E), Control + Naltrexone (C + Ntx) and
Ethanol + naltrexone (E + Ntx). * p <0.05 compared to all groups. n = 8 per group.
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5.3 Immunohistochemical study.
5.3.1 BrdU.

In the present work as described in material and methods, we analyzed the effect
of ethanol on cell proliferation specifically in the survival and studied if naltrexone is
able to improve this parameter.

We studied the expression of BrdU in the hippocampus of the rats in all groups
at the end of the experiment and showed a basal expression localized in the dentate
gyrus.

As shown in Figure 19 and Figure 20, after 6 weeks of consumption of ethanol
there is a significant decrease in cell survival in ethanol group, and in this case,
naltrexone has no protective role since there is also a significant decrease in the number
of BrdU positive cells in the Ethanol + Naltrexone group compared to Control and

Control+ Naltrexone groups.
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Figure 19: Expression of BrdU (N° cel/mm?). Control (C), Ethanol
(E), Control + Naltrexone (C + Ntx) and Ethanol + Naltrexone (E +

Ntx). * p <0.05 versus Control group and Control Naltrexone. n = 8.
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Figure 20: Expression of BrdU (N° cel/mm?) in the hippocampus (20x), bar = 50pum.
A). Contro, B) Ethanol, C) Control + Naltrexone and D) Ethanol + Natrexona.

5.3.2 Doublecortin.

With doublecourtin immunohistochemical study we wanted to study
proliferation of new neurons, and again consider whether naltrexone exerts a role in the
proliferation of newly formed neurons.

DCX labeled cells were observed in the subgranular layer of the dentate gyrus
and their processes extending to the outside, as seen in the detail of Figure 21. Ethanol
produces a decrease in the number of new neurons in the dentate gyrus as it is shown in
Figure 22, the decline is significant to compared all study groups. In this case naltrexone

does improve the proliferation of new neurons.
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Figure 21: Expression of doblecortina (N° cel/mm?). Control (C), Ethanol (E), Control + Naltrexone (C +

Ntx) and Ethanol + Naltrexone (E + Ntx). * p <0.05 compared to all groups. n = 8.
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Figure 22: DCX expression (N cel/mm?) in the h

=T e R LS i
ippocampus (20x), bar = 50p. A). Contro, B) Ethanol, C)
Control + Naltrexone D) Ethanol + Natrexona. E). Details of the DCX staining, magnification (60x) of

the control group photo. Barr = 20 p.
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6. Study of the effects of ethanol on brain mitochondria.
6.1 Concentration of free cholesterol.

We determined the concentration of free cholesterol in both brain homogenates
and in mitochondrial fraction of rat brain in control and ethanol groups. As shown in
Figure 23, there is no variation in free cholesterol concentration in the brain
homogenates from control and ethanol group. In contrast in mitochondrial fraction there
is a statistically significant increase in cholesterol in the ethanol group compared to

control (Figure 24).
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Figure 23: Cholesterol levels in brain homogenate in the Control

Colesterol (ug/mg proteina)

group (C) and Ethanol group (E).
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Figure 24: Concentration of cholesterol in brain mitochondria in the

Colesterol (ug/mg proteina)

Control group (C) and Ethanol (E). * p <0.05 versus control group.
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6.2 Concentration of glutathione.

As shown in Figures 25 and 26, there is no change in GSH concentration and
GSSG concentration in the brain homogenate, whereas when measuring mitochondrial
GSH, we observe a significant decrease in the ethanol group, and this correlates with the

significant increase in mitochondrial GSSG concentration (Figures 27 and 28).

LR}

Figure 25: GSH concentration in brain homogenate in the Control (C)
and Ethanol group (E).
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Figure 26: Concentration of GSSG in brain homogenate in the Control group (C)
and ethanol (E).
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Figure 27: GSH concentration in brain mitochondria in the Control
(C) and Ethanol group (E).
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Figure 28: Concentration of GSSG in brain mitochondria of the Control group (C)
and ethanol (E).
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6.3 Release of proapoptotic proteins.
In the western blot in Figure 29 it can be seen that ethanol causes the release of

both cytochrome ¢ and Smac/Diablo, when it is exposed to proapoptotic stimuli

(atractyloside) as described in the Material and methods.
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Figure 29: Release of proapoptotic proteins from mitochondria Control (C) and

Ethanol (E) without and with exposure to atractyloside (ATR).
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Dicussion

V. DISCUSSION

1. Effect of chronic ethanol administration on oxidative stress in rat brain.

Ethanol is a toxic substance greatly widespread in our environment, it can exert
its toxic action either by direct effect by generating free radicals or through their
metabolites. Free radicals have been linked as one of the main factors involved in the
alterations resulting from chronic consumption in both the central and peripheral
nervous system (Bosch-Morell et al., 1998).

Free radicals may directly or indirectly affect several cellular and physiological
mechanisms, they may lead to alterations in vital macromolecules to living cells,
including DNA (causing mutations) or membrane lipids (causing their peroxidation). It
has been shown that chronic alcohol consumption leads to an increase in lipid
peroxidation products and a decrease in antioxidant factors such as glutathione (GSH)
and derived enzymes (Fernandez-Checa, 2003). Alcohol consumption has also been
associated with damage to mitochondria, resulting in a decrease in the production of
ATP (Koch et al., 2004).

Several studies (Tabuchi et al., 1995; Kono et al., 2001) have shown that the use
of antioxidants can prevent liver and the gastric mucosa damage caused by alcohol.
Antioxidants have also been used in central nervous system to reduce ethanol-induced
neuropathy (Bosch-Morell et al., 1998; Avino et al., 2002; Johnsen-Soriano et al.,
2007b; Sancho-Tello et al., 2008).

In our experimental model the animals were fed with a well balanced diet,
ensuring that the nutritional and caloric intake in all groups were homogeneous. We
could affirm that a vitamin deficiency that has traditionally been attributed a
fundamental role in the pathology of neuropathy associated with alcoholism, have not
influenced our results, or it has had any effect, and eventually to the same extent in all
groups. A nutritional deficiency in a trace mineral that is part of antioxidant enzymes
such as Cu, Zn and Se, or any amino acid necessary for the synthesis of GSH, such as
methionine and cysteine, would manifest as a decrease in the concentration of GSH in
all groups, either by its excessive consumption due to the accumulation of O,- or H,0,,
or by the limitation of its synthesis.

The present study shows that chronic ethanol consumption causes increased

production of free radicals and lipid peroxidation products (MDA) and the decrease of
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endogenous antioxidant levels (GSH / GSSG ratio) and GPx activity. These are
evidences supporting the role of oxidative stress in ethanol-induced damage on the
hippocampus (Figures 15, 16 and Table 3 for results). These results are consistent with
previous results describing that chronically administered ethanol induces significant
changes in the hippocampus, cerebellum, cortex, and also in the retina of rats. In all
these tissues ethanol reduces the content of GSH and increases lipid peroxidation

(Calabrese et al., 2002; Johnsen-Soriano et al., 2007b; Sancho-Tello et al., 2008).

1.1 Effect of alcohol on brain mitochondria.

In chronic abuse of ethanol, a variety of impairments of brain function, such as
visual, motor, and memory dysfunction, appear as typical symptoms. Ethanol exerts
these effects by interacting with neurotransmitter systems, cell membranes and
receptors, thus modifying key functions of the CNS (Herrera et al., 2003; Sancho-Tello
et al., 2008).

Although the molecular and cellular mechanisms that account for these effects
have not been fully identified, several studies have reported that the pharmacological
mechanisms that mediate ethanol effects result in the production of oxidative stress (Sun
et al., 2001). This oxidative stress has been reported to produce a significant decrease of
antioxidant enzymes and altered glutathione homeostasis in the brain accompanied by
severe impairment of hippocampal dependent functions (e.g. LTP, water maze test
performance) (Johnsen-Soriano et al., 2007a). Furthermore, in the present work we
demonstrate that there is a decrease in the activity of the enzyme glutathione peroxidase
in the hippocampus of rats that had consumed ethanol chronically, compared to those
who consumed control diet, as well as a decrease in the GSH / GSSG ratio, all that
accompanied by an increase in MDA.

Other groups have described a decrease in GSH concentration in the brain of
alcoholic rats (Calabrese et al., 2002; Agar et al., 2003). In contrast, herein we show that
six weeks of chronic ethanol feeding results only in a modest fall, if any, of brain
cellular GSH and no significant modification of GSSG content (Figure 17). Our results
could be explained by the highly differing sensitivity to ethanol within specific neuron
populations (Maffi et al., 2008). Moreover, mitochondrial GSH is significantly reduced
in alcoholic animals (Figure. 27), and this might be a highly relevant factor since

mitochondrial GSH plays a crucial role in cell viability (Meredith & Reed, 1983;
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Romero & Sies, 1984; Romero et al., 1984) and complete depletion of mitochondrial
GSH is followed by gradual loss of cell viability (Meredith & Reed, 1982; Romero &
Sies, 1984).

Mitochondria from alcohol-fed rat liver have higher cholesterol levels which
result in a defect of the mitochondrial GSH transport, due to the effect of increased
membrane microviscosity on the kinetic properties of the GSH carrier; this impairment
is finally traduced in a depletion of mitochondrial GSH (Colell et al., 1997).
Considering that brain tissue is the cholesterol-richest organ, we have also studied
cholesterol levels both, in total brain homogenate and in mitochondrial fraction,
detecting an increased deposition of cholesterol into mitochondria after ethanol
treatment (Figure 24 from Results). Other studies have shown that cholesterol
enrichment of isolated rat liver mitochondria impaired the adenine nucleotide
translocator (ANT) mediated mitochondrial permeability transition pore (MPTP) with
the subsequent release of mitochondrial proapoptotic proteins due to the decreased
membrane fluidity (Colell et al., 2003). MPTP is a multiprotein complex involved in the
mitochondrial regulating mechanisms of cell death, and can be influenced by several
factors including reactive oxygen species by targeting specific thiol residues of certain
MPTP components, e.g. ANT (Costantini et al., 2000; Vieira et al., 2001).

Mitochondrial GSSG levels are increased in alcoholic brain mitochondria
(Figure 28) confirming the oxidative burden induced by ethanol consumption. In
preliminary studies (data not shown) we could observe an increase in lipid peroxidation
product formation in brain mitochondrial fraction upon incubation with ethanol or
acetaldehyde. Moreover, a recent report (Haorah et al., 2005) found that alcohol
metabolizing enzymes (alcohol dehydrogenase and CYP2EI) are active in human
neurons. These results may indicate that both ethanol and its metabolites can induce
brain oxidative stress.

To test whether these mitochondria from alcoholic brain have an increased
susceptibility to apoptotic stimuli, e.g. atractyloside, we studied by western blot
techniques, the release of the apoptogenic proteins cytochrome ¢ and smac/Diablo.
Atractyloside triggered a bigger release of cytochrome ¢ and Smac/Diablo from
alcoholic mitochondria than from control ones. Our findings are in agreement with
others that have described the, in vitro, induction of apoptotic markers in ethanol-

exposed fetal neurons with low GSH content (Ramachandran et al., 2003b; Maffi et al.,
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2008), and that ethanol enhances apoptosis in neurons that are undergoing apoptotic cell

death triggered by other factors (Krzyzanski et al., 2007).

1.2 Naltrexone in the treatmen of alcoholism. Antioxidant properties?

Ethanol administration induces the release of endogenous opioids in both,
experimental animals (Marinelli et al., 2003; Marinelli et al., 2005) and humans (Dai et
al., 2002). In contrast, the administration of opioid antagonists such as naltrexone has
been shown to decrease the positive subjective effects and the behavior changes
associated with ethanol consumption. For example, in alcohol-dependent patients,
naltrexone decreased ethanol consumption and the ability of alcohol to cause
uncontrolled high intakes (Anton et al., 2004; Feinn & Kranzler, 2005). Several studies
have concluded that in social drinkers, naltrexone may decrease the subjective stimulant
effects of alcohol and the urge to drink (Peterson et al., 2006; Setiawan et al., 2011).
Naltrexone accompained by a psychotherapeutic approach is one of the drugs most used
for alcohol detoxification.

At present, different actions of naltrexone are being studied. Several studies
suggest that endogenous opioids modulate oxidative stress in different tissues and it can
affect survival and proliferation (Payabvash et al., 2007). In an experimental study of
chronic cholestasis, it has been observed that chronic administration of naltrexone
significantly improved levels of GSH in rat liver. The recovery of the concentration of
GSH by administration of naltrexone was dose-dependent (Payabvash et al., 2007); the
authors describe in this paper that naltrexone exerts its protective effect by blocking
opioid receptors. In another study the same group inhibit morphine-induced apoptosis
both by the administration of naltrexone or N-acetyl-cysteine (Payabvash et al., 2006),
and suggest that reducing oxidative stress in the liver is presumably the reason of the
reduction of apoptosis in hepatocytes.

Opioid peptides are recognized as modulators of the release of ROS in different
types of inflammatory cells (Sobocanec et al., 2006). Naloxone inhibits the release of
superoxide anion in human neutrophils in a dose-dependent manner (Simpkins et al.,
1985). In addition, naltrexone has anti-inflammatory effect through the blockade of
opioid receptors. It has been observed that naltrexone significantly reduces neutrophil
infiltration in the liver and reduces levels of TNF-a in a model of inflammation induced

by LPS (Lin et al., 2005).
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Pretreatment with naltrexone significantly reduced the circulatory failure and
liver dysfunction in sepsis induced by LPS, these effects are associated with reduced
levels of TNF-a, and a decrease in the formation of superoxide anion (Lin et al., 2005).
In the study by Lin et al. naltrexone was administered before LPS, in a prevention
manner. In our study we administered naltrexone as a treatment after 4 weeks of ethanol
consumption, and we noted that naltrexone is able to normalize the concentration of
MDA both in serum and in the hippocampus, in addition treatmen with naltrexone
recovers GPx enzyme activity to values similar to control in serum samples.

CC Wang et al., noted that naltrexone administered 30 minutes after treating rats
with LPS, was able to reduce plasma concentrations of ALT and AST enzymes
indicative of liver damage after 12 hours of treatment with LPS (Wang et al., 2008).
This study also reported a reduction of superoxide anion formation in the liver of rats
that were given naltrexone.

On the other side Agrawal et al. suggested that naltrexone administered at low
doses (3-4.5 mg / day) may help treatment of multiple sclerosis. His hypothesis is based
on the fact that in multiple sclerosis the peroxynitrite produced by astrocytes and
microglia inhibit the transport of glutamate into the synaptic cleft, resulting in excitatory
neurotoxicity by glutamate, so they hypothesize that low-dose naltrexone works by
reducing the nitric oxide synthase activity. This causes a reduction in the formation of
peroxynitrite, which prevents the inhibition of glutamate transport (Agrawal, 2005). In
our study, we observed that ethanol causes an increase in the production of MDA, a
lipid peroxidation product, and that the administration of naltrexone decreased MDA
concentration to control values in both hippocampus and serum. Chronic ethanol
consumption increases the expression of neuronal nitric oxide synthase (nNOS), which
could change the amount of NO produced by different brain areas (Chandler et al.,
1997), so according to this hypothesis we could explain the MDA reduction observed in
the Ethanol plus naltrexone group. In this sense, naltrexone could reduce the activity of
nitric oxide synthase, thereby reducing NO production, preventing the possible
generation of peroxynitrite, responsible of lipid peroxidation (Radi et al., 1991).

We also determined that naltrexone has antioxidant capacity, because the
oxidation of ABTS to ABTS' by metmyoglobin concentration decreases with
naltrexone (Figure 12 in Results).

Radicals may directly or indirectly affect several cellular and physiological

mechanisms, may lead to alterations in vital macromolecules to living cells, including
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DNA (causing mutations) or membrane lipids (causing their peroxidation). Several
experiments have shown that chronic alcohol consumption leads to an increase in lipid
peroxidation products and a decreased in antioxidant factors such as glutathione (GSH)
and related enzymes (Fernandez-Checa et al., 1998a; Schlorff et al., 1999). Also alcohol
consumption has been associated with damage to mitochondria, resulting in a decrease
in the production of ATP (Koch et al., 2004).

In this work we have demonstrated that the administration of naltrexone after 4
weeks of alcohol consumption reduces oxidative stress by decreasing lipid peroxidation
and that there is a partial recovery of the values of GPx activity in the hippocampus. For
all these reasons, naltrexone that is used in the treatment of addiction because of its
properties as opioid antagonists has another benefitial action as an antioxidant, and it

may improve the situation of oxidative stress that occurs in chronic alcoholism.

2. Ethanol modulates the expression of pPCREB and BDNF.

Drugs of abuse can have profound long-term effects on the central nervous
system by modulating signaling pathways that control gene expression. A notable point
in the expression of genes is the regulation of transcription. An important transcription
factor is the cAMP response element binding (CREB). CREB helps to modulate
synaptic plasticity, and we know that it plays an important role in the mechanisms that
underlie learning and memory.

CREB is a point of convergence in the action of different neurotransmitters and /
or modulators in several neurocircuits at the brain, including hippocampus, amygdala
and ventral striatum (Nac). The cAMP signaling pathway is one of the main targets on
which ethanol and other drugs act in the CNS.

It is known that CREB is not distributed in the same way in different areas of the
brain. Its expression is significantly increased in the NAc compared to the expression of
CREB in the ATV, while no differences in the hippocampus and cortex are observed
(Walters et al., 2003). At the same time there are discrepancies in the literature on the
effect of ethanol administration on the expression of CREB and pCREB. These
differences are due in most cases by the different methodological approaches used in
different studies, the different animal species used, if alcohol consumption was chronic

or acute, the different form of adminstration and the brain area under study.
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Hoffman P.L. et al. observed increased CREB activity in hippocampus and
cortex after acute treatment of ethanol , whereas S. Bison et al. observed that acute
administration of ethanol produced a decrease in pCREB in these same areas and only
after 72 hours of withdrawal they observed an increase in phosphorylation of CREB
(Bison & Crews, 2003).

Pandey S.C. found that chronic ethanol consumption (15 days of alcohol diet)
did not affect the activation of CREB, but after 24 hours of withdrawal there was a
decrease in pCREB in the central and medial amygdala (Pandey et al., 2003). In our
study the administration of ethanol is much longer (6 weeks) plus 24 hours of
withdrawal before killing the rat, we observed that in the hippocampus of the ethanol
group there is a significantly increased expression of pCREB in the same way that SC
Pandey observed an increase in pCREB in the cingulate after 24 hours of abstinence,
having only a decrease in the expression of pCREB in the ethanol group without
abstinence.

Recently it has been postulated that the transcription factor CREB functions as a
junction between the reward of the drug and the response to stress. CREB is regulated
by alcohol in both acute and chronic consumption. Similarly, stress and the subsequent
activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis is associated with an increase in
pCREB in various brain areas after different stress situations such as shock, successive
detentions, and forced swimming test (Stanciu et al., 2001; Bilang-Bleuel et al., 2002).
In addition Kreibich A.S. et al. have shown that repeated exposure to forced swimming
test before the first day of drug administration, increase the conditioning place
preference for the drug. In this study, the drug administered was cocaine. This model
has important clinical implications, since one might think that the stress is the critical
factor underlying the vulnerability to drugs of abuse (Kreibich et al., 2009). In turn, this
group demonstrated that CREB was necessary for the increased reward to cocaine
induced by stress and that CREB mutant mice have not had place preference. Then they
observed an increase in pCREB in various brain areas after a series of forced
swimming. The brain regions where this increase in pCREB was observed are areas
closely related to the brain circuitry of addiction, such as NAc, amygdala and lateral
septum.

In this work we observed that in the ethanol group, which has had 24 hours of
abstinence, there is an increase in phosphorylation of CREB. Perhaps this increase is in

due to the increase in stress.
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A large number of clinical therapies show that the opioid antagonist drug
naltrexone is a very effective adjunct to reduce relapse in alcoholics (O'Malley et al.,
1992; Volpicelli et al., 1992; O'Malley, 1995). There are many evidences showing that
the stimulation of reward for ethanol increases the activity of endogenous opioid system
(Gianoulakis & de Waele, 1994; Gianoulakis, 1996; Herz, 1997 49). It has been
hypothesized that ethanol reward is mediated, at least in part by an increase in opioid
activity (Koob, 1992; Self & Nestler, 1995).

It has been reported that on many occasions after chronic administration of the
drug, the withdrawal may cause a stress situation. However, in the ethanol plus
naltrexone group, we report that there is not an increase in pCREB. It is possible that
naltrexone as an opioid antagonist blocks opioid receptors and avoid activating the
stimulation of the reward, thereby inhibiting the stress caused by the search of the drug.

A BDNF disregulation has been linked to the development of psychiatric illness,
including schizophrenia, depression, anxiety and addiction to alcohol (Angelucci et al.,
2005; Davis, 2008).

As occurred with the expression and activation of CREB, in the literature there
are many discrepancies when analyzing BDNF and its relation to the use of different
drugs. There are studies which have found that chronic treatment with ethanol causes a
decrease in the expression of BDNF in the hippocampus and cortex of rats (MacLennan
et al., 1995; Pandey et al., 1999). However, McGough et al. describe that the expression
of BDNF was increased in the dorsal striatum of mice after acute consumption of
alcohol (self-administration). In addition, they have found that a decrease in the levels
of BDNF leads to an increase in ethanol consumption while increasing BDNF attenuates
the effects of consumption in mice. These results suggest that BDNF signaling pathway
may serve as homeostatic path involved in the regulation of alcohol addiction
(McGough et al., 2004).

On the other hand, BDNF is expressed in the dopaminergic mesocorticolimbic
pathway originated in the ATV and Nac also known as the reward pathway. Recent
studies implicate neurotrophins as mediators in the processes of reward and addiction.
Psychostimulant drugs such as cocaine, amphetamines or alcohol, both administered by
injection or by self-administration, increased mRNA expression of BDNF and the levels
of this protein in the paraventricular hypothalamus and mesolimbic different areas,
cingulate cortex and striatum (Fumagalli et al., 2007; Logrip et al., 2009). In contrast,

the levels of BDNF in the cortex are reduced after long periods of self-administration of
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ethanol (Logrip et al., 2009). In addition, injection or overexpression of BDNF in the
ATV consumption (Graham et al., 2007) and response to psychostimulant drugs, as
reflected by an increase in locomotor response and conditioned place preference (Bahi
et al., 2008).

It is also thought that the increase in BDNF levels facilitates the transition from
the acute response reward to a state of dependence, characteristic of addiction.
Furthermore injection or overexpression of BDNF in the reward pathway sensitizes
dopaminergic response to drugs (Vargas-Perez et al., 2009) and facilitates drug seeking
behaviour (Lu et al., 2004) and relapse (Graham et al., 2007), while the search for
cocaine can be decreased by BDNF when injected into the medial prefrontal cortex
(Berglind et al., 2007). It is known that the dynamic regulation of the synthesis and
release of BDNF in NAc during cocaine use contributes to the development and
maintenance of cocaine addiction (Graham et al., 2007).

We can conclude that the development of drug addiction is partly mediated by
alterations in BDNF signaling.

Pardon M.C. observed an increase in protein levels of BDNF in the
hippocampus after 1 hour of exposure to a new environment (Pardon et al., 2005).
Furthermore, restraint stress induces a rapid increase in levels of BDNF mRNA and
protein levels in the hypothalamus and hippocampus of rat, but this effect is observed
up to an hour after the onset of stress, then levels of BDNF mRNA and both its protein
decrease when the duration of the adverse experience increases (Marmigere et al.,
2003). This suggests that induction of BDNF is part of the normal response to a
stressful situation, possibly to prevent adverse outcomes. BDNF is a neurotrophic factor
regulated by CREB activation, so if a stress promotes the phosphorylation of CREB, it
is easy to assume that there will be an increase in BDNF, which is the situation we have
in our work , where the ethanol group has increased BDNF in the hippocampus.

Vargas-Perez et al. suggest that increased levels of BDNF in the ATV could
induce a change in the emotional state dependent on the drug in rats due to the effects
dependent of BDNF on GABAergic neurons (Vargas-Perez et al., 2009).

It is therefore of particular interest that in this work we observe that the
administration of naltrexone inhibit the increase in both pCREB and BDNF. It is known
that naltrexone exerts its action by decreasing the circuits that activate the reinforcement
associated with drug consumption, thus reducing their consumption, so we might think

that both pCREB and BDNF are involved in these circuits.
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3. Effect of alcohol on neurogenesis.

Neurogenesis, considered as a developmental process that involves proliferation,
migration, survival and differentiation of stem cells in central nervous system to
neurons (Palmer et al., 1997), may be affected by numerous factors. Some of these
factors include hormones, neurotransmitters, brain damage and even an enriched
environment. Given this background it seems clear that the study of neurogenesis in the
hippocampus may be crucial in our model of alcoholism.

At present the fact that ethanol affects neurogenesis is fully demonstrated, there
are plenty of jobs that studied the effect of ethanol on neurogenesis in the hippocampus.
These studies include embryonic research on fetal alcoholic syndrome (Crews et al.,
2003), research in the hippocampus of adolescent rats (Crews et al., 2006; Morris et al.,
2010), and studies in adults after acute alcohol consumption, and chronic alcohol
consumption (Herrera et al., 2003; Richardson et al., 2009). In this study we observed
that the administration of ethanol for 6 weeks reduces neurogenesis, with a decrease in
cell survival in ethanol group compared to the control group, confirming the above
mentioned studies.

The decrease in the number of newborn cells in the dentate gyrus of rats exposed
to alcohol may be due to an alteration of the proliferation of stem cells in the
hippocampus, a decreased survival or both. Previous work in our research group found
that ethanol consumption affects the survival, but not proliferation in the dentate gyrus
of the hippocampus. The control and ethanol group had the same number of BrdU
positive cells in the dentate gyrus an hour after the last injection of BrdU, a fact which
states that cell proliferation is not affected. However, after 2 weeks of last injection of
BrdU, there was a decrease of the BrdU positive cells to levels observed at 6 weeks
after exposure to ethanol (Herrera et al., 2003), so that the survival of new cells is
affected by ethanol consumption. In addition, the dentate gyrus of animals exposed to
ethanol showed a marked increase in cell death, mainly in the basal layers of the dentate
gyrus, where the majority of newborn cells are located. These facts suggest that ethanol
exposure affects survival especially in the first two weeks and that proliferation was not
affected (Herrera et al., 2003). All this may explain the fact that in the present study, we
observed that administration of naltrexone did not improve cell survival in hippocampal
dentate gyrus, since we injected BrdU during the first 10 days of dietary administration

of alcohol, and naltrexone is given 4 weeks later, so as noted by Herrera et al. in this
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time interval the number of BrdU + cells decreased by 70% compared to control. So in
future work naltrexone should be administered prior to this decrease in survival to
determine whether naltrexone has a protective role in cell survival.

Doublecortin is expressed throughout the subgranular zone with dendrites
extending outside the molecular layer. As an endogenous marker, doublecortin can
validate the inhibitory effect on neurogenesis observed with BrdU labeling.

In this work we observed that rats of the alcohol group have a decrease of DCX
respect to the control group. He and colleagues also found that alcoholic liquid diet
reduces DCX immunoreactivity after 2 and 4 weeks of consumption (He et al., 2005).
The development of dendritic processes is related to the maturity of the neuroblasts.
DCX can be seen in the branching processes extending into the molecular layer of the
dentate gyrus, 4 weeks of exposure to ethanol decreased by 50% the number of nodes
and endings on dendrites. The length of apical dendrites is also reduced when compared
with the control group. These data suggest that chronic ethanol consumption decreases
the growth of dendrites of newly formed neurons leading to a deficit in the maturation
of dentate gyrus of the hippocampus (He et al., 2005).

Alcohol reduces the formation of new neurons, but cells that survive the
treatment of alcohol continue to differentiate mainly into neurons, and the ratio of
differentiation is similar in the control group. So although the differentiation is not
affected by alcohol the neurogenesis is diminished (He et al., 2005).

The novelty of this work is to observe how naltrexone is able to protect the
newly formed cells that are destined to become neurons. In rats, ethanol has been
administered with naltrexone for two weeks after 4 weeks of ethanol consumption, there

is a recovery of staining of DCX to values close to the control groups.
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VI. CONCLUDING REMARKS

1. The animal model of chronic ethanol consumption induces oxidative stress in the rat
brain (measured as changes in malondialdehyde and glutathione concetrations and
glutathione peroxidase activity), as well as changes in other signaling pathways (CREB,

pCREB and BDNF).

2. Chronic ethanol consumption causes a decrease in mitochondrial GSH while it
increases cholesterol levels in the mitochondria, and these alterations could be the
reason why the brain mitochondria of animals that have consumed ethanol are more

susceptible to apoptotic stimuli.

3. Chronic ethanol consumption decreases neurogenesis in the rat hippocampus,

affecting the survival of newly formed neurons.

4. Therapeutic adminstration of Naltrexone (starting after 4 weeks of chronic ethanol
use and during the next 2 weeks along with alcohol) restores the biochemical
parameters mentioned to control values, except the GSH / GSSG ratio in the rat

hippocampus.
5. Naltrexone treatment restores the number of doublecortine labeled cells in this model

of chronic alcoholism, indicating that naltrexone may have protective effect on

newly formed neurons.
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