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1. RESUMEN

El alcohol es una de las sustancias psicoactivas mas consumidas por la sociedad actual
y su consumo es un habito extendido y culturalmente aceptado en la mayoria de
sociedades occidentales. Su consumo excesivo estd asociado a dafio cerebral vy
deterioro del funcionamiento cognitivo. La forma y el contexto en las que se consume
esta sustancia actian como efecto reforzante, favoreciendo el desarrollo de adiccién
mediante alteraciones en la via de recompensa mesolimbica (con la que se relaciona el
hipocampo). Con el presente trabajo se pretende poner a punto un modelo en
animales de experimentacidén (consumo intermitente de etanol al 20% mediante la
eleccion de dos botellas) que permita la adaptacion del prototipo de consumo humano
caracterizado por la escalada gradual del consumo moderado a excesivo de etanol, y
ademads aportar conocimiento sobre cémo el consumo afecta a la plasticidad neuronal
(i.e., regulacion de las primeras fases de la neurogénesis hipocampal). Demostramos
gue con el modelo empleado no se consigue la escalada gradual de consumo esperada
con la exposicién repetida e intermitente de etanol, pero si encontramos evidencias de
una mayor vulnerablidad de las ratas hembra en cuanto a la concentracion consumida
y la neurotoxicidad causada por el consumo de alcohol. Con este estudio se ha
caracterizado el modelo de consumo voluntario intermitente de alcohol, que tras
ciertas modificaciones que aplicaremos en el paradigma en futuros experimentos, nos
permitird conseguir la adaptacién del modelo prototipico de consumo en humanos a
animales de experimentacion para facilitar asi la busqueda de correlaciones entre
resultados conductuales y anadlisis neuroquimicos de plasticidad y/o toxicidad
neuronal, con una perspectiva de sexo.



1. ABSTRACT

Alcohol is one of the most consumed psychoactive substances by today's society and
its consumption is a widespread and culturally accepted habit in most occidental
societies. Its excessive consumption is associated with brain damage and impaired
cognitive functions. The form and context in which this substance is consumed act as a
reinforcing effect, favoring the development of addiction through alterations in the
mesolimbic reward pathway (in relation with the hippocampus). The present work
aims to characterize a model in experimental animals (intermittent consumption of
20% ethanol by choosing from two bottles) that allows the adaptation of the human
consumption prototype characterized by the gradual escalation of moderate to
excessive consumption of ethanol, and also provides a platform in which to study how
drug consumption affects neuronal plasticity (i.e., regulation of the first phases of
hippocampal neurogenesis). The data showed that the model used did not achieve the
gradual escalation of consumption expected, but showed evidence of a greater
vulnerability in female rats in terms of the concentration consumed and the
neurotoxicity caused by alcohol (impaired hippocampal neurogenesis). Future
experiments will apply certain modifications to the current paradigm to allow us to
achieve the prototypical escalation in consumption observed in humans. This will
facilitate the search for correlations between behavioral results and neurochemical
analysis of neuronal plasticity and/or toxicity induced by ethanol consumption, with a
sex perspective.



2. INTRODUCCION

2.1. Alcoholismo y epidemiologia

El alcohol es una de las substancias psicoactivas mas consumidas por la sociedad, su
consumo, al estar legalizado, es un hdbito ampliamente extendido y culturalmente
aceptado en la mayoria de las sociedades occidentales. De acuerdo con el ““Global
Status Report on Alcohol and Health’”” (World Health Organisation, 2018), en 2016 el
uso nocivo del alcohol causé aproximadamente 3 millones de muertes (5,3% del total)
en todo el mundo, de las cuales se estimd que un 77% correspondia a varones y un
23% a mujeres. Los niveles de mortalidad causados por este habito son mayores que
los causados por enfermedades como la tuberculosis, el HIV/AIDS o la diabetes.
Aproximadamente el 49% de los AVAD (Afios de Vida Ajustados por Discapacidad, una
medida de carga de la enfermedad global, expresado como el numero de afios
perdidos debido a enfermedad, discapacidad o muerte prematura) relacionados con el
alcoholismo se deben a enfermedades mentales y no transmisibles, y alrededor del
40% es debido a lesiones derivadas.

Segun la Delegacion del Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas (DGPNSD) el
alcohol liderd el afio pasado la lista de drogas legales con mayor prevalencia de uso en
Espafia entre la poblaciéon entre 15-64 ainos, y junto al tabaco, fue la substancia
psicoactiva mas cominmente utilizada en edades tempranas. En 2019/2020 el 77,2%
de esta poblacién consumié alcohol y un 8,8% lo consumié a diario. La prevalencia en
el consumo de alcohol se ha mantenido estable desde la década de los 90, cabe
destacar la tendencia a la baja de los bebedores diarios desde 2001, que alcanzo el
valor mas bajo de toda la serie histdrica en 2017, pero incrementandose en mas de un
punto en 2019/2020 (Ministerio De Sanidad, 2020).

Uno de los principales problemas que implica el consumo de alcohol, es que es a
menudo consumido antes, simultdaneamente o después, con otras substancias
psicoactivas, y la comorbilidad entre el alcohol y la dependencia al tabaco (droga que
mas muertes causa en el mundo) estd bien documentada (Ryder et al., 2018). Por
tanto, debe ser una prioridad para las politicas, estrategias e intervenciones de salud
publica el tener en cuenta la asociacién frecuente del consumo de alcohol con el uso
de otras sustancias psicoactivas, en particular con opioides y benzodiacepinas, para la
prevencién de muertes por sobredosis, y con el cannabis, para la seguridad vial.

Las pautas normales de consumo de alcohol en humanos suelen ajustarse al
contexto, varian de una persona a otra y en gran parte estan determinadas por las
convenciones sociales. Tras el primer contacto con el alcohol, el consumo de esta



sustancia de abuso suele presentarse de manera intermitente asocidndose a contextos
sociales como reuniones, celebraciones o fines de semana, donde el consumo suele
ser en forma de atracones (binge), seguido de periodos sin consumo. Este abuso de la
sustancia tiene capacidad de actuar como un agente reforzante, y como consecuencia,
se promueven patrones de conducta como los comportamientos de busqueda y
consumo de la droga que, junto al desarrollo de tolerancia y sensibilizacion por la
sustancia, provocan un incremento del consumo progresivo. Tras una
autoadministracion continua y persistente, se puede llegar a perder el control sobre el
comportamiento, por lo que las conductas de busqueda y consumo se vuelven
compulsivas conduciendo al desarrollo de adiccién.

Uno de los principales desafios en los estudios preclinicos sobre el abuso y la
dependencia del alcohol sigue siendo el desarrollo de paradigmas que capturen esta
alta ingesta de etanol mimetizando los efectos de los atracones y la transicion
progresiva del consumo social bajo o moderado al consumo excesivo de alcohol. Son
varios los modelos empleados en animales de experimentacion que demuestran un
aumento en el consumo de etanol a través de ciclos repetidos de acceso libre al etanol
y abstinencia, y son particularmente utiles como modelos validos para el estudio de
aspectos relacionados con el abuso del alcohol (Carnicella et al., 2014). Los modelos
animales de consumo de alcohol en forma de atracones han progresado desde
inyecciones agudas de cantidades de alcohol suficientes para producir sintomas
similares a la intoxicacidén, procedimientos de elecciéon de dos botellas durante
periodos de 24 horas, hasta episodios de autoadministraciéon que produzcan niveles de
alcohol en sangre equivalentes al consumo excesivo de alcohol en humanos (Crabbe et
al., 2011). El modelo de acceso intermitente a etanol al 20% mediante la eleccién de
dos botellas y los procedimientos operantes relacionados han demostrado la
posibilidad de mimetizar multiples aspectos del abuso y adiccién al alcohol en ratas,
incluida la transicidon del consumo social al consumo excesivo, la busqueda compulsiva,
las recaidas y las neuroadaptaciones asociadas a la ingesta abusiva de alcohol
(Carnicella et al., 2014). Con el presente estudio se quiso caracterizar mediante la
utilizacién de este modelo animal de consumo voluntario de etanol por eleccién entre
dos botellas la progresién en el consumo en ratas macho y hembra.

2.2. Vias de recompensa y desarrollo de adiccion: Papel del hipocampo.

La adiccidén es considerada una enfermedad crénica y recurrente que altera los
circuitos de recompensa cerebral, la motivacién del individuo, su memoria, asi como el
resto de circuitos relacionados, y cuya disfuncién conduce a manifestaciones
biolégicas, psicoldgicas y sociales. Esto se refleja en un individuo que persigue
patologicamente la recompensa y/o el alivio mediante el uso de sustancias y otras
conductas. Se caracteriza por la incapacidad de mantener la abstinencia, el deterioro



en el control de la conducta, el deseo, la disminuciéon del reconocimiento de
problemas significativos en los comportamientos y relaciones interpersonales, y una
respuesta emocional disfuncional. Sin tratamiento o participacién en actividades de
recuperacion, la adiccion es progresiva y puede resultar en discapacidad o muerte
prematura.

Los circuitos cerebrales implicados en el desarrollo de este fenédmeno son las
conexiones de la via mesolimbica (véase Figura 1), a la cual se le atribuye la funcion de
experimentar placer y recompensa, asi como la motivacion y el aprendizaje emocional
o por refuerzo (Martin Bustos, 2008). Consta de un conjunto de proyecciones
neuronales dopaminérgicas desde el area tegmental ventral, en el mesencéfalo, hasta
el cuerpo estriado ventral, donde se incluye el niucleo accumbens (NAc). Ademas, se
relaciona con otras estructuras como la amigdala, el hipocampo o la corteza
prefrontal. Juega un rol crucial en la fijacion de relevancia motivacional para
recompensas naturales (como los estimulos sociales, novedosos o relacionados con la
comida), asi como las drogas de abuso en las que se incluye en alcohol (Robinson &
Berridge, 2003). La liberacién de dopamina en estas regiones, se considera que esta
modulada por el consumo de drogas de abuso (Luo et al., 2011).

>——e Glutamine

Dopamine

Figura 1 — Diagrama que muestra algunos de los componentes clave del circuito
mesolimbico involucrados en la experimentacién de larecompensao del placer, asi como la
sensacion de motivacion y el aprendizaje por refuerzo emocional. Incluye vias
dopaminérgicas (amarillo), GABA-érgicas (azul) y glutaminérgicas (rojo), entre el area
tegmental ventral (VTA), ntcleo accumbens (NAc) , corteza prefrontal (PFC), amigdala(AMY)
e hipocampo (HIPP). Imagen creada por George V. Kach bajo la licencia Attribution-Share
Alike 4.0 International.
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Una premisa general en adiccién es que el uso inicial o agudo de alguna droga
facilita el desarrollo de recuerdos y asociaciones inadaptados entre los efectos de la
sustancia y los estimulos ambientales, y esta memoria asociativa puede ejercer un
fuerte efecto en los comportamientos de ansia por consumir, llevando a una recaida
(Bienkowski et al., 1996). Junto al consumo continuo, surgen déficits cognitivos y de
aprendizaje que, combinados con las asociaciones inadaptadas entre el efecto y los
estimulos ambientales, contribuyen al desarrollo de la adiccidn.

El hipocampo es probablemente la regidn cerebral principal asociada al aprendizaje
y memoria, con una importancia critica en la formacién de memorias declarativas a
largo plazo (Opitz, 2014). Como parte de este rol, el hipocampo es esencial para
agrupar informacién y formar representaciones mas complejas (Sutherland & Rudy,
1989) necesarias para la memoria contextual y espacial. Ademas, el hipocampo es una
de las regiones con mayor grado de plasticidad sinaptica, a menudo evaluado por
cambios en la potenciacion a largo plazo (LTP) (Lgmo, 2018). Por tanto, el alto grado de
plasticidad hipocampal y la capacidad de esta regién para acoplar recuerdos
contextuales y declarativos pueden facilitar cambios inducidos por sustancias de abuso
en la funcion del hipocampo, con un efecto penetrante en los comportamientos vy la
conducta.

La neurogénesis adulta consiste en un proceso a través del cual se forman neuronas
funcionales utilizando como precursor células progenitoras. El hipocampo y los bulbos
olfatorios son dos regiones en las que se ha descrito este proceso proliferativo en
mamiferos. Que se produzca esta neurogénesis implica mecanismos de plasticidad
sindptica, siendo esta un mecanismo de aprendizaje y memoria (Chambers et al., 2004;
Luu et al.,, 2012). En el presente estudio, nos centraremos en la proliferacién celular en
una zona concreta del hipocampo, el giro dentado (véase Figura 2, Mandyam & Koob,
2012), formado por agrupaciones muy densas de somas neuronales de pequeiia
dimensidn, entre las cuales encontramos las células granulares. El marcador Ki-67 fue
el elegido en este estudio para evaluar los indices de proliferacién celular. Su nombre
se refiere al clon original del anticuerpo identificado en proteinas asociadas al ciclo
celular, codificado en el cromosoma 7 de ratones, y aparece durante la progresién del
ciclo celular (Sun & Kaufman, 2018). Durante la interfase, el antigeno Ki-67 puede
detectarse Unicamente en el nudcleo celular, que estd presente durante todas las
células activas del ciclo celular (G1, S, G2 y mitosis), pero estd ausente en las células en
reposo (GO) (Nakamura et al., 2005). Durante la mitosis, esta proteina se traslada a la
superficie de los cromosomas, permitiendo visualizar células que estén en divisién en
ese preciso instante.
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Figura 2 — Esquema de la seccion coronal a través del hipocampo cerebral de rata y distintos
tipos celulares. (a) Giro dentado (DG) del hipocampo a una distancia de -3,6 mm del Bregma
(DG; naranja, negro y gris). Se indican las vias trisinapticas del hipocampo: via prefrontal (PP)
con las conexiones en color lila, fibras musgosas (mf) con sus conexiones en color rosa, y las
colaterales de Schaffer (Sch) con sus conexiones en verde. El DG se divide en la capa
molecular (Mol), la capa de células granulares (GCL, en gris), y el hilio (H, en amarillo). La
zona subgranular (SGZ) se representa con un area con rayas negras entre la capa de células
granulares y el hilio. (b) Representacion aumentada de las neuronas de la capa granular
(GCL). El esquemadel hipocampo muestra una secuencia preneuronal, neuronal temprana y
los tipos de células postmitdticas durante la neurogénesis postnatal. Las células nacen como
células radiales de la glia, como células madre (type 1) y van dividiéndose poco a poco para
producir células del tipo 2 (type 2a y 2b). Estas se van dividiendo rapidamente hasta
diferenciarse en células inmaduras (type 3), dando neuronas inmaduras, que se convertiran
en neuronas maduras y finalmente en células granulares maduras. También se representan
varios marcadores de proliferacion endégenos como el Ki-67, utilizado en este estudio, que
puede serusado para determinar el nimero de células proliferantes (Imagen de Mandyam &
Koob, 2012).



2.3. Consecuencias neuroquimicas del consumo de alcohol: Inhibicién de la
neurogénesis hipocampal adulta

El consumo excesivo de alcohol puede desencadenar en una serie de enfermedades
graves, dafiando especialmente drganos como el higado, pancreas y cerebro
(Albanese, 2012). Debido a su bajo peso molecular y solubilidad en agua, el etanol se
distribuye practicamente por todos los tejidos, pudiendo atravesar la barrera
hematoencefdlica y llegar al sistema nervioso central, teniendo efectos neurotdxicos
(De La Monte & Kril, 2014; Charness, 1993). Los mayores efectos observados tras el
abuso prolongado del alcohol son una pérdida desproporcionada de sustancia blanca
cerebral y alteraciones de la funciéon ejecutiva (Nunes et al.,, 2019), asi como la
aparicion de deterioro neurocognitivo y déficits en el aprendizaje y la memoria (White,
2003). Aunque todas las células del sistema nervioso son vulnerables a los efectos
toxicos, metabdlicos y degenerativos del alcohol, los astrocitos, los oligodendrocitos y
los terminales sindpticos son las principales dianas, lo que explica esta atrofia de la
sustancia blanca, la inflamacién y toxicidad neural, y las alteraciones en Ia
sinaptogénesis (De La Monte & Kril, 2014). El consumo de etanol también ejerce
efectos neurotdxicos y teratogénicos devastadores en el cerebro en desarrollo en su
asociacion con los trastornos del espectro alcohdlico fetal (Denny et al., 2017).

Los mecanismos neurotoxicos asociados al consumo de alcohol han sido
minuciosamente estudiados en los Ultimos afios, abordando cuestiones como el efecto
toxico de su metabolito (acetaldehido), la neuroinflamacién, cambios en el
metabolismo cerebral, disfuncion mitocondrial, produccién de especies reactivas de
oxigeno y cambios en las vias dopaminérgicas y glutamatatérgicas (Pereira et al.,
2015). A pesar de los muchos estudios realizados, la neurobiologia del alcoholismo no
se conoce tan bien como la de muchas otras drogas psicoactivas, ya que sumecanismo
de accion es inespecifico y ejerce sus efectos en un amplio rango de sistemas de
neurotransmisioén, entre los cuales destacan el acido gammaaminobutirico (GABA) y el
sistema opioide, aunque también media efectos con la dopamina, el glutamato y la
serotonina (Lovinger, 2008).

El alcohol afecta las funciones cerebrales interactuando con miltiples sistemas de
neurotransmision, un ejemplo de ello es como altera el delicado equilibrio entre el
GABA, principal neurotransmisor inhibitorio, y el glutamato, el neurotransmisor
excitatorio por excelencia del sistema nervioso central que media sus efectos a través
de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Fernando Valenzuela, 1997). El
consumo agudo inclina este equilibrio incrementando el efecto del GABA sobre los
receptores GABA-A resultando en un descenso de la excitabilidad cerebral (Bayard et
al., 2004). Estos hechos justifican la caracterizacion del alcohol como un depresor del
sistema nervioso central, ya que actia potenciando la inhibicién y reduciendo Ia



excitacion, y justifica muchos de sus efectos téxicos, amnésicos y ataxicos. Con el uso
cronico, el cerebro activa sistemas compensatorios para recuperar el balance, como
por ejemplo el incremento en la regulacion de receptores NMDA o un descenso en la
respuesta al GABA por parte del receptor GABA-A (Bayard et al., 2004), y son estos
cambios neurolégicos los que implican el desarrollo de tolerancia frente a los efectos
sedantes del alcohol. En el momento que este consumo cesa o se reduce
abruptamente, los sistemas compensatorios ya no se oponen a la presencia de alcohol,
resultando en una hiperexcitabilidad cerebral debida a que los receptores previamente
inhibidos por el alcohol dejan de hacerlo, y dando paso a las manifestaciones clinicas
asociadas a la abstinencia como ansiedad, irritabilidad, agitacién y temblores (Bayard
et al., 2004; Chang & Steinberg, 2001). Todas estas modificaciones en los diferentes
sistemas de neurotransmision dan paso al desarrollo de la tolerancia y la dependencia
(Koob et al., 1998). La recaida en el consumo de alcohol implica elementos impulsivos
y compulsivos que desembocan en un ciclo de adiccion formado por tres fases: binge
(atracén que lleva a la embriaguez), withdrawal/negative affect (abstinencia/conducta
afectiva negativa) y craving (ansia o deseo por la sustancia) (Liang & Olsen, 2014). Los
estudios realizados con neuroimagen en humanos y otros animales han revelado
algunos de los circuitos involucrados en estas tres etapas del ciclo de la adiccion,
destacando zonas cerebrales como el area tegmental ventral (VTA), el cuerpo estriado
ventral, el hipocampo y la amigdala, tal y como se ha detallado con brevedad
anteriormente (véase Figura 1). Los fendmenos de neuroplasticidad que afectan a
estas areas y conducen a la adiccidn podrian iniciarse como cambios en el sistema
dopaminérgico de la via mesolimbica que desencadena una cascada de
neuromodulaciones desde el estriado central hacia el dorsal (Koob & Volkow, 2010).
Otro fendmeno a tener en cuenta es que se ha demostrado que el consumo crénico de
sustancias de abuso aumenta el contraste de la liberacién fasica de dopamina a los
niveles basales en respuesta a estimulos asociados al consumo, lo que desemboca en
un posible reconocimiento anormal de sefiales y reforzantes, favoreciendo el
desarrollo de adiccion (Volkow et al., 2009). Este incremento en los niveles ténicos de
dopamina causados por la administracién repetida de una sustancia deberia oponerse
a la liberaciéon fasica de dopamina mediante la estimulacion de autorreceptores
terminales de dopamina, lo que hace que el consumidor aumente la dosis para poder
restaurar la respuesta fasica (Grace, 2000). Existen evidencias de que las alteraciones
en la via dopaminérgica observadas en alcohdlicos tienen un origen GABAérgico, ya
que los receptores dopaminérgicos D2 del cuerpo estriado estdn localizados
principalmente en neuronas GABAérgicas (Volkow et al., 1996). Por lo tanto, las
alteraciones dopaminérgicas en los circuitos neuronales implicados en las vias de
recompensa, particularmente el VTA, el ndcleo accumbens (NAcc), la amigdala y
corteza prefrontal, son mecanismos subyacentes que conducen a una situacion de
dependencia al alcohol (Hietala et al., 1994).



Los efectos del alcohol sobre el proceso neurogénico en el hipocampo adulto ha
sido un tema de interés para la comunidad cientifica en estos ultimos afios. Uno de
estos estudios demostrd que un atracédn agudo (binge) provocaba un descenso en los
niveles de proliferacion celular en el giro dentado del hipocampo (Nixon & Crews,
2002). También se pudo observar una diminucién de la neurogénesis hipocampal en
ratones que consumian alcohol de manera autoadministrada, en los cuales se redujo el
numero de células marcadas con BrdU (un andlogo de timidina que se administra de
manera exdgena para marcar las células de nueva proliferacién), pero este efecto se
revertia cuando los animales realizaban ejercicio fisico (Crews et al., 2004). Es un
hecho que el abuso del alcohol tiene efectos negativos sobre la neurogénesis
hipocampal adulta, pero es muy importante considerar que estos efectos son
dependientes de muchos factores como la edad, el patréon de consumo y el tiempo de
exposicion (Goodlett et al., 2005). Los mecanismos por los cuales el consumo de
alcohol afecta a este proceso fueron descritos por Morris et al. (2010), los cuales
estudiaron este fendmeno en un modelo de consumo con ratas adolescentes y
describieron dos mecanismos que alteran la neurogénesis hipocampal: disminuyendo
el numero de células en proliferacién y aumentando la muerte celular y, por lo tanto,
reduciendo la supervivencia de nuevas células en el giro dentado del hipocampo. Las
teorias emergentes sobre la contribuciéon de la neurogénesis a la funcién del
hipocampo implican que, tal y como se ha mencionado anteriormente, la
desregulacion de la neurogénesis provocada por el consumo de alcohol
probablemente contribuya a deficiencias en los comportamientos asociados con esta
region, como el aprendizaje, la memoria y el estado de animo, y pueda tener
implicaciones para el desarrollo del abuso o adiccion al alcohol (Canales, 2007).

2.4. Diferencias de sexo en la vulnerabilidad a la adiccion

Existe una evidencia creciente en humanos y modelada en animales de
experimentacién sobre la existencia de diferencias entre sexos en las bases biolégicas
gue marcan la vulnerabilidad frente a cada una de las etapas que categorizan la
adiccidén, hallandose diferencias en cada una de ellas: tanto en los efectos reforzantes
agudos, en la transicion del uso ocasional al compulsivo, asi como en los estados
afectivos negativos asociados con la abstinencia, el ansia y las recaidas (Becker &
Chartoff, 2019). Sin embargo, también se ha demostrado que no existen diferencias
significativas entre sexos en muchos de los aspectos cualitativos en las fases de la
adiccion, pero si la posibilidad de que un sexo muestre un rasgo mas que el otro, lo
gue resulta en diferencias poblacionales (Becker & Chartoff, 2019). Por ejemplo, a
pesar de que muchos mds hombres consumen drogas de abuso, en las mujeres
consumidoras la progresién hacia la adiccién tiene un prondstico mucho peor (Quigley
et al., 2021).
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Una de las premisas que marcan esta distinta vulnerabilidad es la forma en la cual el
estradiol, una hormona gonadal, interactia con el sistema dopaminérgico ascendente
del telencéfalo provocando esta desigualdad sexual en los comportamientos
motivados por la sustancia de abuso. En roedores, por ejemplo, se ha demostrado que
la exposicion repetida a psicoestimulantes provoca una mayor sensibilizacion incentiva
por las drogas en hembras que en machos (Van Haaren & Meyer, 1991). El estradiol
provoca un aumento en la motivacion del sexo femenino por el consumo, con un
incremento en el valor de los efectos reforzantes relacionados con las drogas, lo que
desemboca en una mayor susceptibilidad a las recaidas (Quigley et al., 2021). En los
hombres, |la evidencia reciente sugiere que el estradiol puede ser un agente protector
contra la susceptibilidad frente a la preferencia por el consumo de una sustancia de
abuso (Quigley et al., 2021).

Por tanto, el rol que tienen las hormonas gonadales a la hora de alterar la conducta
por querer consumir drogas es una evidencia. Como se ha comentado, el estradiol en
mujeres potencia los niveles de dopamina inducidos por el consumo de drogas en
regiones cerebrales que regulan el comportamiento de busqueda habitual de la
sustancia; a mayor concentracion de estradiol en mujeres, mayor serd la motivacion
mostrada por el consumo de la droga. A esto hay que sumarle el hecho de que el
estrés, tanto crénico como agudo, aumenta la conducta motivacional por la busqueda
de drogas en ambos sexos, pero este efecto es mas remarcado en mujeres debido al
efecto del estradiol en el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA) (Becker &
Chartoff, 2019). El estrés prenatal es otro factor que afecta a la vulnerabilidad, si bien
es cierto que afecta a ambos sexos a la hora de consumir drogas en la edad adulta,
estos efectos son mediados por diferentes mecanismos (Thomas & Becker, 2019). En la
etapa adolescente, el hecho de que existan diferencias entre ambos sexos en la
presencia de trastornos del estado de animo, siendo las mujeres quien mas los
manifiesten, hacen que aparezca el impulso de consumir sustancias de abuso con el fin
de automedicarse (Quigley etal., 2021).

Vistas estas diferencias bioldgicas entre sexos en las distintas bases de la adiccion, y
dada la escasez de estudios pre-clinicos que comparan ambos sexos, en este estudio
nos centramos en evaluar posibles diferencias en el consumo voluntario de etanol
entre sexos utilizando un modelo bien caracterizado en la literatura.
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3. OBIJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es estudiar el consumo voluntario de etanol en
ratas macho y hembra mediante el modelo de eleccién entre dos botellas, valorar las
posibles diferencias entre ambos sexos y buscar una posible correlaciéon con
marcadores de plasticidad neuronal (regulacion de los primeros estadios de la
neurogénesis hipocampal)

Los objetivos especificos son:

1. Puesta a punto del modelo de consumo voluntario de etanol mediante la
eleccion de dos botellas en rata adulta; y realizar una comparacion entre sexos.

2. Evaluar como marcador de plasticidad neuronal la regulaciéon de las primeras
fases de la neurogénesis hipocampal.

3. Examinar una posible relacion entre los resultados conductuales y los
obtenidos en los andlisis neuroquimicos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Animales en experimentacion

4.1.1. Condiciones de estabulacion

Para la realizacion de este estudio se utilizaron ratas (n=42) de ambos sexos de la
cepa Sprague-Dawley comprendidas en el rango de edad adultas (mayores de PND=60)
criadas en el estabulario de la Universitat de les llles Balears (UIB). Durante el
procedimiento los animales fueron alojados de manera individual (para poder evaluar
su consumo) en jaulas con material absorbente esterilizado elaborado a partir de
madera, con acceso a alimentaciéon y agua ad libitum (pienso estandar y agua
descalcificada) y condiciones ambientales controladas (ciclos de 12 horas de
luz/oscuridad de 08:00 a 20:00 y de 20:00 a 08:00 h, 22 + 1°Cy 70% de humedad).

4.1.2. Manejo de los animales

Antes de empezar el proceso experimental, durante dos dias, se habitud a las ratas
a ser manipuladas por el experimentador y acostumbrandolas a las condiciones de la
fase experimental, como por ejemplo el acceso a agua en dos botellas diferentes. La
manipulacion y cuidado de los animales se realizaron de acuerdo con las directrices
éticas estandar (U.K. Animals, Scientific Procedures, Act, 1986 and European
Communities Council Directive 86/609/EEC) y aprobados por el Comité Local Bioético
(UIB-CAIB) procurando evitar cualquier estrés innecesario o infligir dolor a los
animales. El nimero de animales se redujo al minimo necesario para garantizar la
fiabilidad maxima de los resultados.

4.2. Diseno experimental para evaluar el consumo de alcohol voluntario

Las 42 ratas se dividieron en cuatro grupos experimentales: machos control (n=10),
hembras control (n=10), machos etanol (n=11) y hembras etanol (n=11). El paradigma
de consumo de etanol al 20% con acceso intermitente aplicado a este estudio es una
adaptacion de Simms et al., 2008, que consiste en que los animales tuvieron acceso a
etanol tres sesiones seguidas de 24 horas por semana (martes, miércoles y jueves),
durante seis semanas. Tras un periodo de aclimatacion al alojamiento individual, las
ratas de los grupos etanol que no tenian experiencia previa en el consumo, tuvieron
acceso a 1 botella de etanol al 20% v/v y 1 botella de agua durante las tres sesiones.
Una vez finalizadas, se retird la botella de etanol y se sustituyd por una de agua, por lo
gue las ratas tuvieron acceso ilimitado a dos botellas de agua hasta el inicio de las
sesiones en la semana posterior. El grupo control tuvo acceso durante todo el
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procedimiento a dos botellas de agua. Se alternd diariamente la localizacidén de las
botellas de todos los grupos para evitar las preferencias laterales en los animales. Cada
botella fue pesada diariamente para calcular el volumen diario consumido de agua y
etanol (g consumidos). También se pesé a cada animal una vez por semana para medir
la evolucién del peso durante el transcurso del procedimiento y poder calcular las
dosis consumidas (g/kg). Finalmente, se calcularon las preferencias de cada animal por
el consumo de etanol vs. Agua (g etanol / g etanol + g agua) por sesién diaria o por
semana.

4.3. Recogida de muestras cerebrales

Una vez finalizado el periodo experimental, los animales fueron sacrificados
mediante decapitacion tras la Ultima sesidon de consumo de etanol. Se extrajo el
cerebro de cada una de las ratas y se diseccionaron en una placa de aluminio a 4 °C,
cortandose de forma sagital para la separacién de los hemisferios. EI hemisferio
izquierdo se congeld rdpidamente en una solucién de isopentano entre -20y -30 °C y
se almacend a -80 °C para ser cortado posteriormente en cortes histolégicos de 30 um
en el criostato. Estos cortes comprendian el largo de toda la extension del hipocampo
(desde -1,72 a -6,80 mm de Bregma), que se iban montando en portaobjetos (8
secciones por portaobjetos). Las secciones hipocampales se mantuvieron a -80 °C
hasta la posterior realizacién del andlisis de marcadores de proliferacion celular (Ki-67)
mediante técnicas inmunohistoquimicas. Del hemisferio derecho se extrajeron el
hipocampo y el cértex prefrontal que se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido
y se conservaron a -80 °C para su uso en préximos experimentos (no relacionados con
el presente trabajo).

4.4. Estudio inmunohistoquimico

En este estudio se observo el efecto del consumo de etanol al 20% sobre la
proliferacién celular en el giro dentado del hipocampo de rata utilizando el marcador
enddgeno Ki-67 (Scholzen & Gerdes, 2000) para marcar las células en proliferacion de
las secciones hipocampales. Como se ha descrito anteriormente en detalle (Garcia-
Fuster et al., 2010), se realizd el marcaje de las células de nueva proliferacién en 3
portaobjetos por animal que contienen 8 secciones de tejido hipocampal cada uno (24
secciones en total; cada octava seccién a lo largo de la extensién total del hipocampo).
Las secciones se fijaron posteriormente en 4% de paraformaldehido seguido de varios
pasos como la exposicion del antigeno (10% de citrato de sodio a pH 6,0, 90°C durante
1 h) y el bloqueo de la peroxidasa endégena con una solucién H20zal 0,3% (60 ml stock
al 3% + 540 ml PBS). Finalizado este paso y tras tres lavados con una solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) se sellaron cuidadosamente los bordes de los
portaobjetos con un rotulador (PAP PEN) que impermeabilizaba la superficie para
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evitar que las muestras perdieran liquido, sin dafiar ninguna muestra. A continuacion,
se incubaron las muestras en cdmaras de hibridacién con una solucién bloqueadora
constituida por albumina de suero bovino (BSA) que contenia suero de cabra al 2% y
Triton X-100 al 0,05% evitando las uniones inespecificas del anticuerpo e
incrementando la probabilidad de que solo se una a su respectivo antigeno. El
siguiente paso fue la incubaciéon de las muestras durante toda una noche con el
anticuerpo policlonal Ki-67 de conejo (1:40000) y a continuacién se administrd el
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo (1:1000). La unién del anticuerpo se
detecto gracias al complejo Avidina/Biotina (45 pul de Avidina + 45 pul de Biotina en 45
ml de BSA) y el mix del cromégeno DAB (720 mg DAB + 3 ml de H202al 3% en 600 ml
de acetato sddico). Finalmente, todas las secciones se tifieron con violeta de cresil, se
deshidrataron gracias a la sumersion en una bateria de alcoholes en graduaciones
ascendentes, fueron sumergidas en xileno y posteriormente cubiertas con un medio de
montaje hidrofébico (Permount ®).

4.5. Contaje celular

Para asegurarse de que se realiza un contaje ciego en todos los recuentos de células
positivas para Ki-67, las muestras fueron previamente codificadas y este cddigo no se
descubrié hasta que los recuentos fueron analizados. Por tanto, las células
inmunotefiidas se contaron con un microscopio optico Leica DMR dentro del giro
dentado enfocando a través del grosor de la seccién utilizando un objetivo 63x. Se
utilizé el procedimiento estereoldgico imparcial descrito por Garcia-Fuster et al. (2010)
en el que cada octava seccidn se conté a lo largo de la extension del hipocampo, y la
suma se multiplicé por el factor de muestreo 8 para proporcionar una estimacion del
numero total de células positivas por animal.

4.7. Analisis de los resultados

Los datos se analizaron con el programa GraphPad Prism, version 8. Los resultados
se consideraron estadisticamente significativos al presentar un nivel de probabilidad
igual o inferior a 0,05 y se expresaron como el promedio + el error estandar de la
media (SEM). En funciéon de los grupos experimentales a comparar se realizaron
ANOVAs de 2 o 3 vias con o sin medidas repetidas seguidas de un test de
comparaciones multiples (Sidak) en caso necesario, y/o comparaciones mediante el
test t de Student, tal y como se describe para cada resultado particular.
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5. RESULTADOS

5.1. Evolucion del consumo liquido en dieta y del peso de los animales en
experimentacion

En este apartado se muestra el volumen liquido total consumido a diario por los
diferentes grupos: en el caso del grupo control el volumen se corresponde Unicamente
a agua, mientras que en el grupo alcohol se refiere a la suma de agua y alcohol. El
volumen total medio diario ingerido durante todo el procedimiento por el grupo
control fue de 45,1 + 9,6 ml en el caso de las hembras y 44,2 + 7,5 ml de los machos.
Por otra parte, en el grupo experimental, la cantidad media ingerida por las hembras
fue de 45,0 + 11,4 ml y de 46,9 + 7,4 ml en el caso de los machos. Estos valores se
mantuvieron constantes durante el experimento, y no se observaron diferencias en el
volumen medio ingerido en la dieta por los diferentes grupos, asi como tampoco
encontramos diferencias entre sexos en los mismos grupos.

En la Figura 3 se representa la evolucion del peso medio (g) de las ratas durante el
procedimiento. Se realizé un ANOVA de 3 vias con medidas repetidas, donde las
variables independientes eran el tratamiento (etanol o agua), el sexo (macho o
hembra) y el dia de medida. Los resultados demuestran una ausencia de efecto del
tratamiento (F1,38=1,11, p=0,355), pero un efecto significativo del sexo (F1,38=281.8,
p<0,0001) y del dia (Fs,228=323,6, p<0,0001). Estos datos demuestran las diferencias
esperadas de peso entre sexos, asi como aumento normal del peso con el paso de los
dias. En concreto, los animales aumentaron progresivamente su peso a lo largo del
protocolo. Al inicio del experimento, las hembras del grupo experimental presentaban
un peso medio de 223 £ 15 gramos, en el caso de los machos de este mismo grupo era
326 + 23 gramos, mientras que en el momento del sacrificio era de 262 + 17 gramos en
hembras y 405 + 26 gramos en machos. Los pesos del grupo control en ambos sexos
presentaron valores muy similares a los del grupo experimental, tal como viene
expresado en la Tabla 1.
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Figura 3 - Evolucion del peso medio (g) de las ratas de los distintos grupos alo largo de todo
el procedimiento. Machos agua (n=10), hembras agua (n=10), machos etanol (n=11) y
hembras etanol (n=11).

_Grupo | Sexo [ Inicio procedimiento | Final procedimiento _
Control Hembras 223 +11 263+18
U Machos 324+ 30 403 + 35
DEEERE  Hembras 223+ 15 262 +17
U Machos 326 + 23 405 + 26

Tabla 1- Pesos medios(g) al inicioy al final del experimento de cada uno de los grupos.

5.2 Analisis del consumo voluntario y preferencia de etanol

En la imagen A de la Figura 4, se expresa la media del consumo diario de etanol en
gramos frente a la media del agua consumida por ambos sexos en los grupos
experimentales durante los dias de tratamiento. Se realiz6 un ANOVA de 3 vias con
medidas repetidas, donde las variables independientes eran el consumo (etanol o
agua), el sexo (macho o hembra) y el dia de medida. Los resultados demuestran un
efecto significativo del consumo (F1,38=4,47, p=0,0412) y del dia (F1,98,75,07=20,48,
p<0,0001), pero no del sexo (F1,38=0,02, p=0,8831). Entre sexos por lo que respecta al
consumo diario, tanto hembras como machos consumieron cantidades muy similares
tanto de agua como de etanol.

Como hemos visto en el apartado anterior, las hembras presentaban menor peso
que los machos, y por este motivo al corregir el consumo de etanol (g) por el peso (kg)
observamos una mayor concentracién consumida (g/kg) en hembras que en machos.
En concreto, en la Imagen B vemos la media de los grupos para la concentracion de
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etanol consumida expresada en g/kg de rata en los dias de tratamiento. El ANOVA de 2
vias (variables independientes: sexo y dia) mostré un efecto significativo del sexo
(F1,20=7,82, p=0,0112) y dia (F2,4,48=13,07, p<0,0001), observado como una mayor
concentracion consumida por parte de las hembras en global. El andlisis post-hoc de
comparaciones multiples de Sidak solo encontré diferencias significativas al comparar
la concentracion de etanol consumida entre sexos para el dia 13 (+5 g, **p=0,0011,
Figura 4b). Si evaluamos este mismo pardmetro agrupado por las semanas que durd el
consumo intermitente (Figura 4c), el ANOVA de 2 vias (variables independientes: sexo
y semana) también mostré un efecto significativo del sexo (F1,20=7,83, p=0,0111) y dia
(F1,6,31,48=17,86, p<0,0001). El andlisis post-hoc de comparaciones multiples de Sidak
encontré diferencias significativas en las semanas 3, 4 y 5 del procedimiento (entre
+14 y +17 g, *p=0,05, Figura 4c). Ademas, en esta grafica se aprecia una tendencia a
reducir el consumo de etanol por parte de ambos sexos con el transcurso de las
semanas.

En la Figura 4d se representa la preferencia por el consumo expresado como el
porcentaje entre el consumo de etanol o agua sobre el volumen total consumido (g
etanol + g agua). Se realiz6 un ANOVA de 3 vias con medidas repetidas, donde las
variables independientes eran la preferencia en el consumo (en %), el sexo (macho o
hembra) y el dia de medida. Los resultados demuestran un efecto significativo de la
preferencia en el consumo (F1,360=690,7, p<0,0001) y del dia (F17,360=19,79, p<0,0001),
pero no del sexo (F1,360=1,64, p=0,2005). Los resultados demuestran una mayor
preferencia por agua en comparacion con el etanol, y esta mayor preferencia no varia
entre sexos, ya que no se encontraron diferencias significativas en este aspecto (el
porcentaje de etanol consumido rondaba el 40 % del volumen total consumido para
ambos sexos). Esta preferencia se mantiene constante durante todo el procedimiento,
no se producen cambios significativos con el paso del tiempo (Figura 4d).
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Figura 4 — (a) Comparacion del consumo en gramos de agua en el grupo control (mediade las
dos botellas) y etanol al 20% en ambos sexos mediante el modelo de consumo voluntario
intermitente (martes, miércoles y jueves) mediante la eleccion de dos botellas (etanol vs.
agua). (b) Representacion de la media de la concentracion consumida de alcohol diaria
expresado en gramos etanol/kilogramos rata para cada sexo. (c) Representacion de la media
la concentracidon consumida de alcohol semanal expresada en gramos etanol/kilogramos
rata de cada sexo. (d) Representacion de la preferencia diaria (expresada en %) por alcohol
frente al agua sobre el volumen total ingerido para ambos sexos.
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5.3. Efectos del modelo de consumo voluntario intermitente de etanol sobre
la proliferacion celular hipocampal

Se estudiaron los posibles efectos neurotéxicos inducidos por el etanol ingerido
mediante el modelo de consumo voluntario intermitente sobre la proliferacion de
células en el giro dentado del hipocampo. Se tomaron como referencia los grupos que
solo habian consumido agua, se buscaron posibles consecuencias del consumo de
etanol y si estos efectos eran dispares para cada sexo. Se analizaron los resultados
mediante un ANOVA de dos vias (variables independientes: consumo (etanol o agua),
el sexo) que no mostrd efectos significativos de consumo (F1,35=0,51, p=0,4816) o sexo
(F1,35=1,41, p=0,2431; véase Figura 5a). Sin embargo, al hacer comparaciones entre los
grupos que recibieron etanol (machos etanol vs. hembras etanol), el test t de Student
de dos colas demostrd diferencias significativas (t=2,747, df=18); las ratas hembra
mostraron una disminucion significativa en los valores de proliferacion con respecto a
las ratas macho tratadas con etanol (-96 células Ki-67+, *p=0,0133, véase Figura 5b).
Ademas, las ratas hembra tratadas con etanol también mostraron menos células Ki-67
positivas en el hipocampo respecto a sus controles hembra (-80 células Ki-67+,
t=1,927, df=18*p=0,0699, datos no mostrados en las graficas).
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Figura 6 — Representacion de los efectos del etanol tras el modelo de consumo voluntario
intermitente en ratas macho y hembra sobre los indices de proliferacion celular. (a) La grafica
muestra un andlisis cuantitativo del nimero de células Ki67+ donde se pueden comparar los valores
de cada grupo y sus respectivos sexos. (b) La grafica muestra un andlisis cuantitativo del nimero de
células Kil67+ donde se observan las diferencias entre los machos y hembras del grupo etanol,
siendo estas las que presentan valores reducidos con respecto a sus controles. (c) Imagenes
representativas de cada grupo de las células Ki-67+ marcadas en marrén dentro de la capa granular
del giro dentado (lila). Imagenes obtenidas con un microscopio dptico utilizando los objetivos de
40x (imagen grande)y 63x (imagen pequeiia).
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6. DISCUSION

Los principales resultados obtenidos en el presente estudio realizado en ratas
indican que el modelo de consumo voluntario de etanol es un modelo valido por el
hecho de que hay un consumo considerable de alcohol, pero no ha servido para
observar el incremento progresivo esperado en el consumo o preferencia de etanol
con el tiempo. Ademds, los resultados muestran que las hembras, quienes han
consumido una mayor concentracion de alcohol (expresada en g/Kg), son también las
que sufren un mayor deterioro por el consumo de alcohol en cuanto a los indices de
proliferacion celular (mayores efectos neurotdéxicos). Esto sugiere una posible
correlacidn positiva entre la concentracion de alcohol consumida y la neurotoxicidad

inducida y observada como una inhibicion de la neurogénesis hipocampal

Por lo que respecta a la evolucidn del peso de los animales, el modelo empleado en
este estudio no tiene efectos en el peso de las ratas que consumieron alcohol, ya que
se observa la misma progresidon entre los grupos experimentales y los controles.
Aunque es légico pensar que el consumo de alcohol implica un aumento en la ingesta
caldrica de las ratas, y que este se tendria que ver reflejado en un aumento del peso
corporal, la bibliografia muestra todo lo contrario. Ratas que consumian alcohol
mostraron un descenso en la progresion del peso corporal frente a los grupos control
tras 14 dias de consumo (Rothwell & Stock, 1984). Ratas que consumieron etanol al
20% durante 18 dias de tratamiento tuvieron una menor progresion del peso corporal,
ya que el aumento esperado con el tiempo fue significativamente menor que en ratas
que consumieron agua y que en aquellas que consumieron alcohol al 10% (Larue-
Achagiotis et al., 1990). Las disparidades en los resultados obtenidos seguramente son
causa de la diferencia en los modelos de consumo, ya que en el presente estudio no se
restringié el agua al grupo experimental, hecho que si ocurre en el modelo empleado
por Larue-Achagiotis et al.,, 1990 y que provoca cierto grado de deshidrataciéon que,
junto al incremento del gasto energético empleado en metabolizar el alcohol, causan
el descenso de peso corporal. El modelo empleado en el presente estudio no supone
un consumo abrupto e inmediato de alcohol por parte de las ratas como es el caso de
otros modelos, por lo tanto, es probable que esa sea la causa de que no se vean
efectos directos en la progresion del peso de los animales. De todas maneras hay que
considerar la posibilidad de que si se alargard el modelo mas tiempo podria aparecer
esta disminucion en el peso de las ratas consumidoras de alcohol. Ademas, en los dos
articulos mencionados, se observaron alteraciones en la cantidad diaria de volumen
liquido consumido, disminuyendo este considerablemente en los grupos que
consumian alcohol frente a los controles, hecho que tampoco ocurrié en el presente
estudio, ya que las ratas del grupo etanol seguian consumiendo agua. El hecho de que
no haya diferencias en el volumen liquido ingerido entre los grupos y que el consumo
de etanol no fuera excesivo podria explicar por qué no se observaron diferencias en la
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progresion del peso de los animales. Nuestros resultados en cuanto a las diferencias de
sexos para la evolucién del peso concuerdan con los obtenidos por Piano et al., 2005
donde, durante todo el procedimiento, las ratas macho ganaron mas peso que dos
grupos de hembras, unas ovariectomizadas y otras no. A diferencia de ese estudio, el
nuestro tuvo grupos control que no tomaban alcohol para poder comparar la
progresion en el peso, y al no haber diferencias en esta progresién con los grupos
experimentales, las diferencias entre sexos en la ganancia de peso siguen la tendencia
fisiolégica y anatdmica esperada en roedores, en donde los machos tienen mayor
tamafio y por eso su progresiéon es mayor.

Respecto al consumo de alcohol, en el presente estudio se demuestra que las ratas
de esta cepa consumen cantidades considerables de alcohol a diario, indica que el
alcohol a esta concentracién no es abrasivo para las ratas, pero no se observa la
escalada progresiva esperada en el consumo apreciada en otros estudios con esta
misma cepa y paradigmas muy similares (Bito-Onon et al., 2011; Li et al., 2011). A
pesar de las similitudes en los procedimientos, el paradigma de estos estudios difiere
en que las ratas son sometidas a concentraciones ascendentes de etanol, lo que sirve
como aclimatacién y favorece que los animales se acostumbren mas facilmente al
gusto del alcohol. Otra diferencia es que sus procedimientos duran mas tiempo, con lo
gue el periodo en el que las ratas consumen es mayor favoreciendo la aparicion del
incremento en el consumo. Otro factor que se debe considerar es que el porcentaje de
ratas que no muestran una escalada de consumo de alcohol parece ser mayor en la
cepa Sprague-Dawley en comparacién con otras cepas como las ratas Wistar y Long-
Evans (Moorman & Aston-Jones, 2009). Solo cuando se evalua la concentracion
consumida (en g/Kg) se observan diferencias entre sexos, ya que las hembras pesan
menos para un mismo volumen consumido. Estos resultados encajan con los obtenidos
por Piano et al., 2005, donde se observaron diferencias significativas entre sexos en
cuanto a la concentracion consumida expresada en g/Kg, siendo las hembras las que
consumian una mayor concentracion con respecto a los machos. Almeida et al., 1998
estableciendo que las mayores cantidades de etanol ingeridas por las hembras tenian
una correlacion de comportamiento en la medida en que las ratas hembra mostraban
puntuaciones de preferencia de etanol considerablemente mas altas en presencia de
otro liquido para beber (agua) y sin privacién de comida. En nuestro caso, esta
correlaciéon no se observa, ya que las hembras no presentan puntuaciones de
preferencia mds altas, de hecho, se mantienen constantes e iguales a las de los
machos. A pesar de que la concentracion de etanol empleada no ha tenido un gusto
abrasivo para las ratas, ya que sino el consumo no se mantendria constante, sino que
iria descendiendo con los dias de exposicion, es posible que sea una concentracion
relativamente alta como para que se produzca la escalada deseada. Enla mayoria de la
bibliografia revisada ya mencionada, la concentracion o era mas baja o iba
aumentando progresivamente, por tanto, diferencias en los métodos utilizados para
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evaluar la ingesta de etanol puede resultar en diferentes puntos de vista sobre como
las diferencias sexuales influyen en los patrones de ingesta de etanol.

Mediante el estudio inmunohistoquimico se quiso evaluar el indice de proliferacién
celular asociado a la neurogénesis hipocampal. El modelo de consumo con acceso
intermitente voluntario demostrd tener mayores efectos sobre las hembras, ya que
solo en ellas disminuye el indice de proliferacién celular tras el consumo de etanol (vs.
el grupo control hembra pero también vs. el grupo etanol macho), fendmeno que no
ocurre en los machos del presente estudio (sin diferencias observadas al compararlo
con el grupo control macho). Estos hallazgos son consistentes con los obtenidos por
Maynard et al., 2018 donde encontraron una disminucién significativa inducida por
atracones de alcohol en las neuronas granulares del giro dentado en ratas hembra, sin
embargo, no encontraron esta disminucion significativa en machos. A diferencia del
presente estudio, en los machos también se redujo el nimero de células en
proliferacién, situacién que no se observa en los machos de este estudio. Podemos
afirmar que hay un efecto principal de sexo en el niumero de células Ki67+, ya que los
resultados demuestran que los niveles de proliferacion celular en hembras se ven
afectados en mayor grado que en los machos, que combinado con que en mujeres
también se han encontrado indices de muerte celular por consumo excesivo de alcohol
(Maynard et al., 2018) contribuyen considerablemente a la vulnerabilidad del sexo
femenino en los fendmenos de neurotoxicidad hipocampal tras el abuso del alcohol.
Este mismo estudio, demostrd que el descenso de neuronas granulares estd asociado
con alteraciones de la navegacién espacial, asi como a una disminucién de la expresion
de las moléculas de soporte tréficas, como el BDNF (factor neurotréfico derivado del
cerebro) (Maynard et al., 2018). Es muy importante considerar que la degeneracién
neuronal inducida por alcohol ocurre principalmente durante la intoxicacién y estd
relacionada con un aumento del estrés oxidativo y proteinas proinflamatoria,
causando neurotoxicidad. La abstinencia después del atracon por etanol da como
resultado la génesis de las células cerebrales que podria contribuir al retorno de la
funcién y estructura del cerebro que se encuentran en los humanos abstinentes
(Crews & Nixon, 2009). Mas evidencias de este reversibilidad la aportan estudios como
(Nixon & Crews, 2004; Broadwater et al., 2014) en donde los roedores adultos
expuestos al consumo abusivo de alcohol y que muestran una pérdida transitoria de la
neurogénesis hipocampal, esta se recupera después de un periodo de abstinencia
prolongado (30 dias).
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7. CONCLUSIONES

Las conclusiones principales de este estudio son:

1. El modelo de consumo voluntario de etanol mediante la eleccién de dos
botellas en rata adulta empleado en el presente estudio ha servido para
demostrar que las ratas hembra consumen una concentracion mayor de
alcohol que las macho. Sin embargo, el modelo no ha producido la
esperada escalada gradual del consumo moderado a excesivo de etanol
gue de alguna manera mimetiza la transicién del consumo moderado de
tipo "social" al consumo excesivo de alcohol en los seres humanos y
desencadena en el desarrollo de adiccidon. Las adaptaciones metodoldgicas
revisadas en la bibliografia podrian servir para conseguir este objetivo y
establecer el modelo como valido para este cometido.

2. La evaluacion de la proliferacion celular en el hipocampo adulto con el
marcador endégeno Ki.67 nos ha manifestado la presencia de diferencias
entre sexos en la vulnerabilidad a los efectos neurotéxicos del consumo
excesivo de alcohol, siendo las ratas hembra mucho mas vulnerables que
los machos en cuanto a sufrir una inhibicién de la proliferacion celularen el
giro dentado del hipocampo.

3. A pesar de no encontrar una correlacion estadisticamente valida entre los
resultados conductuales y los neuroquimicos, los resultados obtenidos en
el presente estudio sugieren una relacidon proporcional entre |Ia
concentracién de alcohol consumida y la inhibicidon de la proliferacion
celular, ya que las ratas que mas alcohol han consumido son los que tienen
menor numero de neuronas en proliferacion.

En los proximos estudios se mejorard el modelo para poder observar la escalada
progresiva deseada y, ademas, evaluar mas marcadores de plasticidad neuronal que
comprendan distintas etapas de la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo, asé
como otros marcadores de neurotoxicidad. Esto permitird encontrar y estudiar mas
diferencias sexuales en la vulnerabilidad frente al desarrollo de adicciones y con ello
apoyar la investigacion relacionada con el alcoholismo, con la posibilidad de crear
tratamientos farmacoldgicos personalizados que ayuden a la sociedad a combatir los
trastornos asociados al consumo de alcohol.
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