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Abstract

Preclinical studies on the effects of abrupt ce ssation of selective serotonin reuptake inhibitors (55R1s). a medication often
prescribed in alcohol use disorder (AUD) patients with depression, results in alcohol consumption escalation after esum-
ing drinking. However, a potential neuroinflammatory component on this escalation emains unexplomed despite the immu-
nomodulatory role of serotonin. Hemr, we utilized a rat model of 14-daily administration of the S5R1 fluoxetine (10 mgfkg/
day ) along alcohol self-administration deprivation to study the effects of Auoxetine cessation on neurcinflammation after
msuming alcohol drinking. Microglial morphology and inflammatory gene expression wene analyzed in prelimbic corbex,
striatum, basolateral amygdala and dorsal hippocampuos. Resolts indicated that alcohol drinking reinstatement increased
microglial IBA | immunomactivity and altered morphometric featums of activated microglia (fractal dimension, lacunarity,
density, roughness, and cell area, perimeter and circularity ). Despite alcohol reinstatement, Aumetine cessation modified
microglial morphology in a brain region-specific manner, resalting in by per-ramified (spatial complexity of branching),
meactive (lower beterogeneity and circularity Hlike microglia. We also found that microglial cell area comelated with changes
in mRMA expression of chemokines (Cr el fructalkine, Coell 050F la, ColZZMCPT), cytokines (IL16, FLG, FLI0) and
the innate immune toll-like receptor 4 (TE.R4) in dorsal hippocampus. Specifically, TER4 commelated with microglial spatial
complexity assessed by fractal dimension in striatum, suggesting a role in process branching. These findings sugpest that
alcohol drinking reinstatement after fluoxetine treatment cessation disturbs microglial morphology and reactive phenotype
associated with a TLR4/inflammatory response to alcohol in a brain region-specific manner, facts that might contribute to
alcohol-indeced damage through the promotion of escalation of alcohol drinking behavior

Keywords Alcohol - Antidepressant - Hippocampos - Inflammation - Microglia - Fractal dimension

Abbreviations CCLAMCP] Monocyte chemoatiractant protein-1
BCD Bounding circle diameter CH Convex hull area (CHA ), circularity
BODNF Brain-derived neurotrophic factor [CHC), perimeter {CHP), and span ratio
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Ab I: Anticuerpo primario

Ab II: Anticuerpo secundario

ACe: Amigdala Central
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CYP450: Citocromo P450

DA: Dopamina

DAB: 3.3-Diaminobencidina (C12H14Na)
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1. EL ALCOHOL EN LA HISTORIA

La recoleccion de alimentos, frutos, y otros alimentos de composicién azucarada, y su
posterior almacenaje y/o tratamiento para la conservacion de los mismos, dio lugar a la
droga mas antigua existente en la cultura social del ser humano, el alcohol. Ya en la
antigliedad, desde los griegos hasta la primera expansion del Imperio Romano, se
considerd el consumo de alcohol como un acto social y cultural de gran aceptacion.

Productos como la cerveza o el vino, se convirtieron en simbolos de la gastronomia de

diferentes pueblos y culturas. -
Prueba de ello fue como el Bk w
cristianismo, a diferencia de otras
DRUNKENNESS,
religiones como el budismo o el
By THOMAS TROTTER, M.D.
islam, lo comparaba con la “Sangre
de Cristo”. No obstante, a pesar de ot i
-3 Sarnsaripaneh
H ™
los productos derivados de la =
€ ruxrao por 7. % Lowa: nees,
" PATERROITER-RO®

fermentaciéon, la cultura arabe

permitic’) la adquisicién de la llustracion 1 Extracto del manuscrito “An essay on
Drunkenness” redactado por Thomas Trotter (1804).

., ) Extraido de la fuente:
destilacién, obteniendo productos ptps://archive.org/details/essaymedicalphil0Otrot/page/n7/
mode/

de mayor cantidad de alcohol y
efectos potenciados. Algunos sabios o alquimistas de esta era llegaron a denominarlo

como el “elixir de la vida”, dando lugar con los afios al denominado whiskey (“agua de

la vida”) (1,2,3).

Durante siglos, el alcohol no fue considerado como un problema en el ser humano, hasta
que a partir del S. XIX Thomas Trotter lo identificé como un lujo que, asociado a los

estilos de vida de las clases altas de la aristocracia, basados en el sedentarismo y el exceso
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de sustancias como el té, el tabaco y el opio, que formaban parte de las convenciones
sociales establecidas, situaban a estas clases en clara desventaja frente a las clases
trabajadoras u obreras, cuyo cansancio y hambre se podian tratar con alimento, dieta y
medicamentos. Thomas Trotter defendié asi su postura escribiendo el primer texto
médico categorizando el alcoholismo como un problema médico: “An essay on

Drunkenness” (4,5).

En el otro lado del mundo, Benjamin Rush identificd el gran problema que suponia el
alcohol, ya no solo en determinadas clases sociales, sino como un problema de salud
publica. Tal fue su papel, que fue el primer norteamericano en crear una campafia politica
contra el consumo del alcohol, como el folleto denominado “An Enquiry into the Effects
of Spiritous Liquors upon the Human Body, and Their Influence upon the Happiness of
Society”, o su conocido “Moral and Physical Thermometer” (donde asocia la imagen de
un termometro vinculando el agua y la cerveza con aspectos saludables y felicidad, y a
las bebidas con mayor concentracion de alcohol o “licores espirituosos” con el vicio, las
enfermedades y castigos mas graves, a medida que la graduacion de alcohol aumenta)
como parte de su campafa en contra del consumo de bebidas destiladas como el ron, el
whiskey o la ginebra, denominada “Ardent Spirits”. Asi fue, como la moral empez6 a
imperar en el continuo y ambiguio debate médico acerca del alcoholismo como un simple

deseo o una enfermedad (5).

El consumo de alcohol y su repercusién social fue realmente relevante en todo el mundo.
Los acontecimientos relacionados con la era industrial, los nuevos movimientos sociales
de liberalismo, la lucha de las clases obreras (entre otros acontecimientos de relevancia
historica), sirvieron para que el consumo de sustancias adictivas, como el alcohol, se

adquiriera como un comportamiento de equidad entre la sociedad.
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El alcohol genero discrepancias sociales de diversa indole, incluso entre la clase politica
de paises como Espafia en pleno reformismo, al situar el consumo de esta sustancia como
parte de los movimientos pertenecientes al liberalismo y las diferencias entre clases

sociales (6).

Sin embargo, la postura del paradigma biomédico presente durante el S. XXy principios
del S.XXI acerca de evitar la asociacion entre el consumo de alcohol y la aparicion de
problemas y enfermedades de indole social relacionadas con el consumo de este (entre
otras sustancias adictivas), no han permitido que, hasta principios del S.XXI, se le
reconozca al alcohol, como una sustancia clave de consumo humano que atenta contra la

salud publica (7,8).

2. EL CONSUMO DE ALCOHOL Y SU IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA

El alcohol constituye una de las sustancias psicoactivas de mayor consumo y relevancia
para la salud pablica mundial (9). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el
consumo de alcohol es uno de los principales factores de riesgo con gran carga
socioecondémica. En 2018, se calcul6 que el consumo nocivo de alcohol provoca unos 3
millones de muertes en el mundo, cerca del 6% de todas las defunciones. A su vez, actla
como factor causal de mas de 200 enfermedades y trastornos mentales, ademas de
problemas cardiovasculares, hepaticos e inflamatorios. A consecuencia de ello, cerca del
5’1% de la carga mundial de morbilidad y lesiones se le atribuye al consumo de alcohol.
Ademas, las consecuencias de discapacidad y muerte se producen en edades mucho mas
tempranas. En la edad comprendida entre 20 y 39 afios, alrededor del 14% de defunciones
se atribuye al consumo de alcohol. Incluso se ha llegado a determinar relaciones causales
entre el consumo de alcohol y la incidencia de enfermedades infecciosas, como la
tuberculosis, y ETS (Enfermedades de Transmision Sexual), como el VIH (Virus de
Inmunodeficiencia Humana) (10).
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La dependencia al alcohol, se acentla cada vez méas en edades tempranas, tal y como
reafirma la Encuesta Escolar sobre Uso de Drogas en Estudiantes de Ensefianzas
Secundarias (ESTUDES), revelando cifras cercanas al 80% de estudiantes entre 14 y 18

afios que habian probado alguna vez el alcohol (11).

3. TOXICOLOGIA DEL ALCOHOL

El alcohol es un compuesto orgénico constituido por una base de dos hidrocarburos en
los que se sustituyen uno o0 méas grupos hidroxilo por un nimero igual de aomos de
hidrégeno. Los alcoholes se emplean en multitud de tareas y funciones, como disolventes
en industria textil y alimentaria: el n-propanol como antiséptico o constitutivo de pastas
dentifricas; el n-butanol, presente en lacas, barnices y disolventes de pinturas; el
isobutanol empleado en revestimientos de superficies y productos de limpieza y perfumes
(al igual que el alcohol bencilico); el metanol, presente en multitud de productos como
disolventes, colorantes, jabones, entre otros productos de indole cotidiana; y, entre
muchos otros, cabe destacar el etanol, materia prima de maltiples productos, tanto textiles
como alimentarios, tanto en la aplicacion de anticongelante, como aditivo alimentario. En
la ingesta de alcohol etilico, este es absorbido a través del tracto intestinal hacia el higado,
donde se metaboliza un 90% del alcohol, mientras que el 10% restante se metaboliza por
las vias respiratorias y urinarias. Una vez en el higado, la enzima alcohol deshidrogenasa
(ADH) cataliza el alcohol en acetaldehido liberando el grupo OH y uniendolo a la
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD) para formar el NADH. Una vez obtenido el
acetaldehido, este experimenta un proceso de oxidacion por la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH) obteniendo como resultado el acetato, el cual es incorporado en
el ciclo de Krebs en forma de acetil coenzima A o Acetil CoA. Sin embargo, también
encontramos dos sistemas de metabolizacion més en el higado: el sistema microsomal de

oxidacion del etanol, el cual a través del citocromo P450 (CYP450), se expresa en su
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forma CYP2Elen condiciones de alto consumo de alcohol produciendo acetaldehido
mediante NAD fosforilado y Oz, que constituye aproximadamente un 8% del
metabolismo del alcohol en el higado; y a través de la peroxidacion del alcohol en
acetaldehido en presencia de peroxido de hidrogeno (H202) producida en los peroxisomas

de los hepatocitos, que constituyen el 2% del metabolismo del alcohol en el higado (12).

El acetaldehido es una sustancia cancerigena del grupo 2B segun la clasificacion de la
Agencia Internacional de Investigacién sobre el Cancer (IARC). Los sintomas de su
ingesta engloban las nauseas, los vomitos, narcosis e insuficiencia respiratoria, entre
otros. Su consumo crénico, equivalente al trastorno de alcoholismo croénico, produce
pérdida de peso, anemia, delirio, alucinaciones visuales y auditivas, deterioro cognitivo y

trastornos psiquitricos (13).

En los ultimos afios, se ha demostrado la significativa asociacion existente entre el
consumo de alcohol y otras sustancias de caracter adictivo, como son el tabaco, la cocaina,
el cannabis y la heroina, entre muchas otras, proporcionando un perfil de alta
comorbilidad a las personas que consumen alcohol. Esta caracteristica es comun al perfil
que podria caracterizar cualquier enfermedad cronica, como la diabetes o la hipertension.
Con respecto al consumo de alcohol, observamos la aparicion de trastornos mentales o
enfermedades como el trastorno de depresion mayor (“Major Depression Disorder” en
inglés), el trastorno por consumo del alcohol (“Alcohol Use Disorder” o “AUD” en

inglés), entre muchas otras patologias mentales de naturaleza depresiva (14,15,16).

El consumo indiscriminado de alcohol y de forma continuada produce en el organismo
un continuo dafio, fundamentalmente por estrés oxidativo, que desencadena en un

complejo cuadro clinico denominado Trastorno por Uso de Alcohol (TUA).
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3.1 TRASTORNO POR CONSUMO/USO DE ALCOHOL (TUA)
Tal y como vimos en apartados anteriores, la historia del alcohol nos ha mostrado como
esta droga ha sido capaz de adaptarse a los diferentes cambios psicosociales de la
humanidad. El alcohol, a dia de hoy, es la droga que mas se consume en los paises
desarrollados en el S.XXI y constituye uno de los problemas de abuso de sustancias mas

comunes en todo el mundo (14,17).

Existe evidencia acerca de la asociacion entre el TUA y la desestabilizacion de
determinados procesos fisicos y motivacionales conducentes a fases de abstinencia con
serias repercusiones fisiopatoldgicas, principalmente, divididas en dos categorias: la
primera, activando vias del sistema de recompensa, que incitan a los individuos que
consumen alcohol a incrementar la dosis y, por tanto, el consumo de dicha sustancia,
como una actitud reforzante; la segunda, a través de la supresion de determinadas
emociones derivadas de estados procedentes del estrés y/o la ansiedad, conducentes a un
estado de relativa euforia y disforia, que potencian las emociones suprimidas al ir

desapareciendo el efecto de dicha sustancia (18,19,20).

De hecho, investigaciones recientes intentan demostrar las incognitas que acaecen a la
asociacion entre el consumo de drogas como el alcohol, y la aparicion de trastornos
mentales de naturaleza depresiva, como el Trastorno por Depresion Mayor, y estados de
euforia y/o ansiedad; o enfermedades neuropsiquiatricas como la enfermedad de
Alzheimer, la demencia, e incluso la esquizofrenia. Todos ellos derivados por un
diagnostico inicial como el TUA o como co-diagnéstico del mismo, sobre todo en

bebedores abstinentes en tratamiento frente a esta adiccion (14,21,22).
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Al retomar la idea previa del consumo de alcohol, cada vez de forma méas temprana entre
jovenes, es evidente que pueden existir alteraciones neuroanatomicas y neuroquimicas a

corto y largo plazo en circuitos cerebrales relacionados con las adicciones, como el TUA.

El alcohol, como cualquier droga adictiva, ejerce efectos en diferentes mecanismos
moleculares, receptores y estructuras claves en el Sistema Nervioso Central (SNC), como
es la activacion del denominado Sistema de Recompensa, 0 via mesocorticolimbica

dopaminérgica, eje clave en los procesos de adiccion y dependencia (23,24).

4. EL SISTEMA DE RECOMPENSA EN LA ADICCION (VIA
MESOCORTICOLIMBICA DOPAMINERGICA)

El sistema de recompensa ejerce un rol esencial en el desarrollo y la conducta de la
adiccion debido a sus funciones de regulacion de las sensaciones heddnicas o placenteras,
el proceso de aprendizaje y de la memoria, en especial de estimulos determinados o
concretamente contextualizados que suelen presentarse como desencadenantes, en la
repeticion de una accion o conducta. Este circuito neural comparte gran parte de
estructuras del sistema limbico, que son origen y campos principales de proyeccion del
sistema dopaminérgico mesotelencefalico, mientras que en el area tegmental ventral

(ATV) residen sus somas neuronales.

La via mesocorticolimbica dopaminérgica tiene un origen en el ATV, desde donde sus
proyecciones se dirigen a diferentes areas, como el nicleo Accumbens (NAc), la corteza
prefrontal (CPF), el hipocampo (HC), la amigdala (Amy), el tubérculo olfatorio y el
septum. ElI NAc, a su vez, proyecta hacia el palido ventral, y éste al NAc, de forma

retroalimentada.

El principal neurotransmisor, que cumple un papel fundamental en la comprension de los

diferentes efectos que ejercen las drogas en este circuito de recompensa, es la dopamina
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(DA). Este neurotransmisor se encuentra en mayor medida en su principal area de
produccion, el ATV. El ATV libera dicho neurotransmisor al NAc, otra de las regiones
mas relevantes del sistema de recompensa en el proceso de adiccion. Este conjunto de
neuronas forma parte de los ganglios basales, y en especial el NAc, ejerce un papel
fundamental en la sensacion del placer, la risa, la adiccion y el sistema de recompensa.
Asi pues, un exceso de exposicion a la DA, por abuso o repeticion de una conducta y/o
sustancia, puede generar cambios en las estructuras mencionadas que hagan que se

produzca el fendmeno denominado adiccion. (23,24)

No obstante, a pesar de ser el NAc la principal diana de la exposicién dopaminérgica
secundaria al consumo de drogas, existen otras estructuras diana de estos circuitos
neuronales, como el tubérculo olfatorio, el septum lateral y el HC, o regiones
pertenecientes a areas corticales del sistema limbico, como la CPF, la Orbitofrontal

(COF), Cingulada Anterior (CCA) y Entorrinal (CE).

Los efectos producidos por las sustancias de abuso, una vez cronificado su consumo,
genera cambios en los neurocircuitos del sistema de recompensa y, por tanto, en la
neuroplasticidad y las funciones de las diferentes regiones que la componen, mediando
asi los acontecimientos de busqueda de la sustancia y del deseo por la misma
(<<craving>>; término en inglés) que caracterizan a la recaida en el consumo de la

sustancia.

Asi pues, una vez ejercido el efecto de las drogas sobre el NAc mediante el aumento de
la DA, existe un efecto de refuerzo que hace de esta accién de consumo aun mas
perjudicial. En este caso, la formacién de asociaciones memorizadas entre aspectos o
circunstancias motivacionales y estimulos, como el consumo de drogas, se debe en gran

medida a la Amigadala Basolateral (BLA). Esta region es responsable de asociar dichas

17



INTRODUCCION

experiencias, convirtiéndolas en fases predictoras o predisponentes a realizar

determinadas conductas.

Otra de las regiones clave en la comprension del proceso de la adiccion es la CPF.
Concretamente, la CPF, en su region ventral, se estructura en dos regiones: la corteza
Prelimbica (PrL) y la Infralimbica (IrL). La PrL contempla entre sus funciones un papel
esencial en la regulacion en la respuesta al estrés, como aquel generado por la sensacion
de craving que genera la busquedad compulsiva de la sustancia. La CPF constituye una
de las cortezas asociativas mas relevantes del SNC debido a su interconexion con areas
tan determinantes del SNC como el sistema limbico. De hecho, las interconexiones
bidireccionales entre las regiones del sistema limbico, como la BLA y el HC, con la PrL
de la CPF, son claves en la comprension del funcionamiento de los neurocircuitos
implicados en la expresion del miedo condicional (25). Asi pues, la BLA, encargada de
formar asociaciones entre el consumo de una sustancia y el estimulo que dicho consumo
genera, Se encuentra interconectada con la CPF, una corteza asociativa encargada de la
ejecucion y el control de impulsos que, a su vez, se encuentra interconectada con
diferentes regiones, como el HC, una regién principal de los fenémenos de
neuroplasticidad y neurogénesis encargada de la creacién de recuerdos y memorias

contextuales relacionadas con el consumo de sustancias (25,26).

A pesar de existir multitud de conexiones y regiones relevantes en los procesos de
adiccion, cabe destacar que una vez que el consumo cronificado de una sustancia de abuso
genera el craving en el sujeto adicto, como sefial de una desregularizacion del
funcionamiento normal de las regiones que constituyen el sistema de recompensa, la
conducta compulsiva de blsqueda de la sustancia sefiala a una region de especial
relevancia, el estriado dorsolateral (Str). Segin Everitt y Robbins (27) dicha

desregularizacion genera una disfuncion de la CPF, y por tanto, de su capacidad
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inhibidora de la basqueda de la droga, quedando relevada por un control estriatal. Esta
transicion neuronal explica como el consumo controlado y voluntario de la sustancia se
convierte en una compulsion que, a su vez, implica una transicién del control por parte
del estriado ventral, responsable del control conductual, hacia el Str, generando un habito

compulsivo.

4.1 REFUERZO POSITIVO Y REFUERZO NEGATIVO -
RETROALIMENTACION DE LA ADICCION

En base a los cambios neurobiol6gicos ejercidos por el consumo de sustancias en el

sistema de recompensa y el sistema limbico, dichas modificaciones se traducen en

modificaciones del comportamiento. No obstante, el principal cambio generado en la

conducta adictiva se basa en el reforzamiento de dicha conducta, y en la raz6n de la misma

al convertirse de un consumo voluntario y conductual a una compulsion irracional.

En cuanto al reforzamiento de una adiccién, son igual de indispensables los efectos
reforzantes positivos como los negativos. De ahi que el sistema limbico no participe
exclusivamente en las conductas operantes de refuerzo positivo a las drogas, sino también
en las correspondientes al refuerzo negativo, o también denominado sindrome de
abstinencia, desencadenado por la falta 0 ausencia de droga, y caracterizado por un estado
de inquietud, disforia, ansiedad e irritabilidad, principalmente. Sin embargo, Robert &
Koob (28) ya definid en 1997 que, en funcion de las circunstancias y acontecimientos del
consumo de la droga, se podia producir una serie de neuroadaptaciones en el SNC, y mas
concretamente en dianas pertenecientes al sistema de recompensa en modelos animales
de consumo de sustancias adictivas. En el caso del alcohol, una forma de estudiar el efecto
reforzante del comportamiento de los animales consiste en proporcionar la sustancia
alcohdlica ad libitum, o mediante el uso de palanca, a través de una conducta aprendida

por parte del animal, dando pie a la asociacion entre un comportamiento aprendido y una
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situacion predictora hacia un acontecimiento placentero (28), produciéndose asi el
denominado refuerzo positivo. Sin embargo, una vez que el consumo de la sustancia se
hace cronico, de forma compulsiva, y con la finalidad de no experimentar los efectos que
produce la ausencia de la misma en el organismo (dando lugar a un cuadro de abstinencia
caracterizado por ansiedad, irritabilidad, astenia y temblores, entre otros sintomas), el
individuo lleva a cabo una busqueda de la sustancia de manera compulsiva, dando lugar
al refuerzo negativo, base de los modelos comportamentales de los trastornos por

consumo de sustancias, como el TUA.

En resumen, el proceso de adiccidn consta de un circuito basado en: 1) una fase de atracon
(“Binge” en inglés) donde las acciones orientadas al consumo agudo de alcohol se basan
en comportamientos derivados de la voluntad del sujeto y la pérdida del autocontrol
(refuerzo positivo), caracterizado por una potenciacion de los receptores D1
dopaminérgicos y un aumento de la DA; 2) una fase de abstinencia (“Withdrawal”) en la
que se experimenta una desmotivacion del individuo con sintomatologia de caracter
depresivo, con niveles dopaminérgicos por debajo del umbral establecido, producido por
el consumo de la droga (alcohol); 3) y la aparicion de la sensacion del deseo (“Craving”
en inglés), donde el individuo recuerda en su memoria la sensacion producida por el
consumo de la droga y surge la necesidad por consumirla para evitar la sensacién de
ansiedad que le genera, producido por la accion de los receptores dopaminergicos D2
(refuerzo negativo). Por altimo, en la fase de recaida (Relapse), el sujeto genera un
trastorno de uso compulsivo de la droga sin voluntad y, de esta manera, comenzaria el
circuito de retroalimentacion propio del consumo de sustancias adictivas, como el alcohol

(29).
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4.2 OTROS NEUROTRANSMISORES/NEUROMODULADORES IMPLICADOS
EN EL TUA

Las modificaciones comportamentales derivadas del consumo de sustancias como el
alcohol se encuentran estrechamente relacionadas con los cambios neurobiolégicos entre
las diferentes conexiones del sistema de recompensa. Asi pues, el ATV y la sustancia
negra compacta (SNc), areas principales de dicho sistema, producen principalmente DA,
el neurotransmisor clave del funcionamiento de dicho sistema, y conectan con el NAc y
el Str, respectivamente. A su vez, estas regiones se comunican con el HC, la Amy, la CPF,
la COF y la corteza motora (CM) constituyendo las principales conexiones
glutamatérgicas del sistema de recompensa. EI consumo de sustancias adictivas, como el
alcohol, genera un aumento de la DA en todo el circuito mencionado, un aumento que,
traducido a un consumo agudo, genera unos sintomas propios del placer (refuerzo
positivo) mientras que, cuando el consumo se cronifica, el SNC adquiere un umbral de
niveles de DA caracteristico de los cambios neurofisioldgicos y neuroanatomicos que el
consumo de sustancias conlleva, produciendo el h&bito compulsivo por no experimentar
los sintomas propios de la falta de sustancia que permite mantener los niveles
dopaminérgicos altos. No obstante, es de destacar el papel que la CPF ejerce en la
regulacion de la actividad de las neuronas dopaminérgicas, empleando una via directa de
activacion de las mismas a través de proyecciones glutamatérgicas directas, y una via
inhibitoria indirecta instaurada por eferencias glutamatérgicas de la CPF hacia

interneuronas GABAGérgicas.

Los neurotransmisores glutamato (Glut) y GABA son los mas afectados por el consumo
de alcohol. El denominado acido gama aminobutirico (GABA), es un neurotransmisor de
funcién inhibitoria que se encuentra ampliamente distribuido por el SNC, al igual que el

Glut. Se obtiene de la conversion del acido glutdmico mediante la enzima glutamato
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descarboxilasa. Este neurotransmisor es fundamental en el estrés fisioldgico, mas
concretamente en estados de ansiedad, miedo, suefio o adicciones. En este Ultimo aspecto,
se conocen estudios recientes en fase de experimentacion (30,31,32), que revelan el
receptor GABA B como una posible diana terapéutica para el TUA, debido a su funcion

de mediador en el sistema de recompensa (33).

Existe otro neurotransmisor de relevancia en el sistema de recompensa, el Glut (forma
ionizada del &cido glutamico) que, junto al aspartato, son los principales
neurotransmisores con funcion excitatoria del NAc y, junto a la vitamina B6, es el
precursor del neurotransmisor GABA. Entre las funciones de este neurotransmisor
encontramos los procesos relacionados con la memoria y el aprendizaje, y constituye una
de las principales fuentes de energia del sistema inmune. ElI consumo de alcohol ejerce
una accion directa en el bloqueo de la sintesis de Glut, impidiendo la funcién excitatoria
de las vias glutamatérgicas en el sistema mesocorticolimbico y fomentando la inhibicién
del mismo a través de las vias GABAérgicas. No obstante, una vez cronificado el
consumo de alcohol, la actividad inhibitoria GABAérgica es menor debido a la muerte
neuronal hipocampal y del ATV, y se produce un aumento de la actividad excitadora

glutamatérgica en el nacleo central de la Amy (34,35).

4.3 LA SEROTONINA EN EL TUA
Es importante destacar que el estudio de las distintas dianas terapéuticas en adicciones ha
dado lugar a hipoétesis derivadas de la desregularizacion de los sistemas monoaminérgicos
cerebrales, involucrados en el estado de animo como la ansiedad y la depresion, comunes
a los circuitos de neurotransmisores principales del sistema de recompensa. Una de las
primeras investigaciones en destacar este aspecto fue de Carrol & cols. (36) al emplear
inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina (ISRS) en modelos

experimentales de cocaino-dependencia en ratas, cuyos dispares resultados al
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compararlos con humanos demostraban las posibles implicaciones neuropsicotdxicas que

podian producir las drogas en otros sistemas relacionados con el sistema de recompensa.

Muchos pacientes con TUA y animales sometidos a modelos de alcoholismo han
experimentado sintomatologia similar a la de un estado depresivo, sin embargo, la posible
relacion entre estas dos problemaéticas de salud sigue siendo una incertidumbre. No
obstante, la presencia de alcohol en el organismo, més concretamente en el SNC,
desregulariza la sefializacion de ciertos sistemas monoaminérgicos, como la serotonina,
un neurotransmisor involucrado en ciertos procesos asociados a la adiccién, como la
busqueda de recompensa, la ansiedad y la recaida. La serotonina, también conocida como
5-Hydroxytriptamina (5-HT) y su metabolito el &cido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) han
sido objeto de estudio al verse reducidos sus niveles en seres humanos y animales
expuestos a consumo de alcohol, al igual que unos niveles mayores de estos dos elementos
atenuaban el consumo de alcohol. Ademas, los niveles de 5-HT y de su precursor, el
triptofano, se ven disminuidos en los niveles de sangre de pacientes con sintomas de

depresién y en pacientes sanos que acababan de beber alcohol (37,38).

La serotonina media la comunicacion celular del SNC y se ve afectada por el consumo de
alcohol, puesto que su consumo induce un aumento de la liberacion de 5-HT en el NAc
al sensibilizar el sistema de receptores serotoninérgicos 5-HT3 y 5-HT1a. Sin embargo,
en procesos cronicos de consumo como el TUA se produce una neuroadaptacién por parte
de los receptores 5-HT?2a induciendo a un cuadro ansioso y de menor control de la

abstinencia, precedente al acto compulsivo de busqueda por la sustancia (39,40).

De acuerdo a lo descrito anteriormente, el consumo de alcohol produce un efecto dosis-
dependiente en las neuronas dopaminérgicas del ATV y de la liberacion del

neurotransmisor DA en el NAc. La liberacibn de DA dependiente de las
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neuroadaptaciones generadas en los receptores serotoninérgicos 5-HT3 y 5-HT2a (41), y
los estudios que sefialan como los antagonistas de los receptores serotoninérgicos
administrados en ratas consumidoras de alcohol bloquean la liberacién de DA inducida
por el consumo de alcohol en la Amigdala central (ACe) (la region més sensible al
neurotransmisor GABA), sefialan a la 5-HT como una monoamina con funciones clave
para la comprension de los fenémenos producidos en los neurotransmisores Glut, GABA

y DA generados por el consumo de alcohol, concretamente en trastornos como el TUA.

5. TERAPIAS FARMACOLOGICAS PARA EL TUA

El margen de accion en cuanto al TUA comprende un paradigma terapéutico
multifactorial basado en orientacién profesional especializada y, principalmente, en el
inicio de terapias conductuales (Terapia cognitivo conductual; Terapia de estimulo

motivacional, etc) y farmacolégicas.

De acuerdo al ciclo de la adiccién comentado en apartados anteriores (Ver apartado 4.1
“Refuerzo positivo y refuerzo negativo — Retroalimentacion de la adiccion”), la fase de
abstinencia es una de las mas relevantes en cuanto al tratamiento del TUA. Asi pues, un
factor relevante en el tratamiento de sujetos que se encuentran en fase de abstinencia es
el estrés. Por ejemplo, el estrés generado por la fase de deseo por el consumo de la
sustancia. La prazosina, un farmaco simpaticolitico, ha resultado de gran eficacia en
sujetos que se encuentran en dicha fase (42).Un aspecto clave en la fase de deseo por el
consumo de la sustancia reside en las experiencias subjetivas del sujeto, cuyas creencias
y pensamientos previos generados por la perspectiva con la que observan los
acontecimientos, incrementan esa sensacion de deseo por el consumo de alcohol,
fortaleciendo asi el refuerzo negativo del ciclo de la adiccion para reducir el estrés o la
ansiedad generada por factores extrinsecos al individuo. En base a este aspecto, la

gabapentina, la pregabalina y el acamprosato han resultado realmente efectivos
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reduciendo la sensacion de malestar derivado por la subjetividad de los sujetos con TUA
e, incluso, mejorando la calidad del suefio de estos (43,44,45). En el caso del acamprosato,
se ha comprobado su efectividad en el mantenimiento de la abstinencia en pacientes con
TUA, actuando como antagonista de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), un tipo
de receptores del Glut presente en la sinapsis neuronal, reduciendo la actividad
glutamatérgica (46). Otra diana terapéutica es la modulacion de los receptores a-amino-
3-hidroxi-5metilo-4-isoxazolpropionico (AMPA), un receptor para Glut que media la
transmision sinaptica. A este respecto, el topiramato (farmaco antiepiléptico) ha
demostrado reducir el consumo de alcohol en pacientes con TUA, sefialando la via de
receptores AMPA como una estrategia de demodulacion del estrés homeostatico
neuronal. Sin embargo, la aparicion de efectos adversos en la memoria y la concentracion

no lo sitian como uno de los principales tratamientos para el TUA (47,48).

También encontramos los tratamientos pexacerfont y verucerfont, farmacos antagonistas
del receptor del factor de liberacién de corticotropina (CRF) (clave en areas como la
ACe), estrechamente relacionado con los estados de ansiedad y respuestas aversivas
resultantes de la etapa inicial de la abstinencia alcoholica. Estos farmacos demostraron en
modelos animales una disminucion significativa en el autoconsumo de alcohol (49)(50),
sin embargo, los resultados obtenidos en modelos animales no fueron los resultantes al

aplicarlos en humanos (51,52).

Uno de los aspectos clave en el TUA es la desregularizacién del sistema
mesocorticolimibico dopaminérgico, involucrado en las acciones relacionadas con el
impulso de beber que produce el consumo de alcohol. Pero también es de destacar el
sistema opioide, el cual también experimenta cambios por el consumo de alcohol, y
desempafia un papel fundamental en la asociacion de comportamientos y las experiencias

hedonicas producidas por el consumo de alcohol, fomentado el fendmeno del refuerzo
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hacia el consumo de la sustancia. Una de las dianas terapéuticas existentes son los
agonistas parciales de receptores opioides, como la buprenorfina y la vareniclina. No
obstante, en el caso de la buprenorfina, su efecto es bloqueado por la exposicion previa a
la naltrexona (ISRS) aumentando la ingesta de alcohol, mientras que reduce el consumo
de alcohol en altas dosis, si no se expone a antagonistas selectivos de receptores
nociceptivos, sefialandolos como una posible linea terapéutica a desarrollar en TUA (53).
En el caso de la vareniclina, un farmaco empleado para dejar el habito tabaquico, ha
demostrado ser de gran utilidad en el tratamiento del TUA, reduciendo el consumo y la
intensidad del deseo relacionado con la fase del impulso por consumir el alcohol

(craving), clave en las fases de abstinencia (withdrawal) (54).

5.1 EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE Y OTRAS DIANAS
TERAPEUTICAS EN EL TUA

El factor estrés es determinante en las fases de abstinencia aguda y prolongada en el TUA,

comun al consumo de sustancias de abuso. Sin embargo, cabe destacar la existencia de

sistemas determinados con capacidad de regular el estrés mediante la regulacion de la

homeostasis del SNC en el consumo de alcohol.

El sistema endocannabinoide (SEC), principalmente los receptores CB1 (localizado en el
SNC vy distintos tejidos periféricos) y CB2 (principalmente localizado en células del
sistema inmune), desarrollan un papel determinante en la modulacion de los transmisores
excitatorios e inhibitorios en las neuronas dopaminérgicas del sistema de recompensa,
actuando como mensajeros retrogrados en la sinapsis neuronal. Se ha asociado la
aparicion de sintomas depresivos con una disminucién de la activacion del SEC. En base
a ello, el empleo de antidepresivos clasicos, como los ISRS tipo fluoxetina, disminuiria
la expresion genica del receptor CB1 en areas determinantes del sistema de recompensa,
como el Str (55,56).

26



INTRODUCCION

El consumo de alcohol disminuye la expresion de receptores CB1 y CB2, y se ven
incrementados los niveles de ciertos cannabinoides enddgenos como la anandamida
(AEA) y la oleoiletanolamida (OEA) (57). La activacion de CB2 promueve, entre otras
funciones, modular las funciones neuroinmunes de la microglia y los astrocitos (58,59).
La activacion selectiva de CB1 y CB2 podria ser util como posibles dianas terapéuticas
en trastornos adictivos como el TUA. Por ejemplo, Rivera y cols. (60) mediante el
agonista selectivo JWH133 mostraba que la activacion de los receptores CB2
contrarrestaba los efectos toxicos del consumo forzado de alcohol sobre la proliferacion
de células progenitoras neurales en nichos neurogénicos de ratas adultas como la zona
subgranular (SGZ) del giro dentado y la zona subventricular (SVZ) de los ventriculos

laterales (61,62).

Estas premisas sitlan a los endocannabinoides como una diana terapéutica potencial
frente al TUA en fases de abstinencia al amortiguar la activacién del estrés asociado a la
abstinencia y que el comportamiento compulsivo de la busqueda de sustancias adictivas

se ve atenuado al reducir la eliminacion de endocannabinoides (63).

Otro de los sistemas clave antiestrés es el neuropéptido Y (NPY), con efectos ansioliticos
y presente en diferentes regiones cerebrales, que actla entre otras regiones en la ACe, un
area relevante en el estado motivacional de estrés producido por el refuerzo negativo
derivado del consumo de drogas, como el alcohol. De acuerdo a lo descrito, el NPY podria
actuar como un sistema de regulacion homeostatico frente al estrés en el SNC (64,65).
Otro regulador ansiogénico es la nociceptina u orfanina FQ, un ligando enddgeno del
receptor opioide-1 (NOP), que atenUa la respuesta al estrés generado por consumo de
sustancias como el alcohol, y ha demostrado obtener amplios resultados ansioliticos en
diferentes modelos animales de TUA (53,66). Cabe destacar como nuevos estudios sitdan

a la oxitocina como una terapia potencial por su papel como modulador de la
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susceptibilidad de desarrollar dependencia en sujetos consumidores de drogas adictivas,
al inhibir el desarrollo de la tolerancia al consumo. De hecho, en sujetos humanos
demostré una reduccion del estado ansioso derivado de la abstinencia alcohdlica en
sujetos con TUA que consumian la sustancia como respuesta a condicionamientos

sociales (67,68).

5.2 FARMACOTERAPIA DEL TUA Y SINTOMATOLOGIA DEPRESIVA
El consumo de alcohol se asocia a la aparicion de sintomas depresivos en seres humanos,
a la par que aparecen sintomas de cierta similitud en animales expuestos a un consumo
de alcohol crénico (37,69,70). A su vez, padecer depresion se asocia a una mayor
predisposicion de consumo de alcohol, y muchos pacientes con TUA padecian
previamente sintomas de naturaleza depresiva, creando asi un ciclo retroalimentado de

comorbilidad (38,71,72).

En las Gltimas décadas, los farmacos antidepresivos y ansioliticos han sido empleados en
torno al 30-40% de la poblacién con TUA (73). A su vez, segun Coupland y cols. (74), el
tipo de antidepresivos mas empleados en este tipo de trastornos son los denominados
ISRS, como el citalopram, la fluoxetina, la sertralina, la paroxetina y el escitalopram (Ver
llustracion 2). A su vez, también encontramos los antidepresivos triciclicos, como la
amitriptilina, la dosulepina y la lofepramina. Ademas, encontramos antidepresivos como
la venlafaxina (ISRS) y la noradrenalina, o la mirtazapina, un antidepresivo

noradrenérgico y serotonérgico especifico (74,75,76).
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lHustracion 2 Grafico extraido de la fuente: Coupland C, Hill T, Morriss R, Arthur A, Moore M,
Hippisley-Cox J. Antidepressant use and risk of suicide and attempted suicide or self harm in people
aged 20 to 64: cohort study using a primary care database. BMJ. 2015 Feb 18;350:h517. doi:
10.1136/bmj.h517. PMID: 25693810; PMCID: PMC4353276. En esta ilustracion podemos observar
la tendencia de prescipcion de los diferentes antidepresivos mas empleados en el afio 2016, donde la
Fluoxetina se encuentra como 22 opcion terapéutica mas prescrita.

Los antidepresivos ciclicos han sido muy utilizados en el pasado, no obstante, los efectos
secundarios que estos producen en su administracién, como somnolencia, vision borrosa,
caida de la tension arterial, temblores, problemas sexuales de livido, pérdida de peso, y
aumento del apetito, y como consecuencia, aumento de peso, entre otros; los sitdan en un
escalén de menor prioridad a la hora de tratar un trastorno depresivo. Otros tipos de
antidepresivos, con un perfil de seguridad mas alto, son los ISRS. No obstante, el
mecanismo de accion sobre el que se sustenta la mayoria de ellos se basa en aumentar las
concentraciones extracelulares del neurotransmisor serotonina y, por tanto, aumentando
la neurotransmisién de este. Uno de los posibles efectos secundarios que se dan debido a
altas dosis de este neurotransmisor es el denominado Sindrome de la serotonina,
caracterizado por un cuadro sintomatico de ansiedad, sudoracion, falta de coordinacion,

fiebre, confusion, y alteraciones de la frecuencia cardiaca y la presion arterial. (75)
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Respecto al uso de ISRS en el TUA, estos mejoran los sintomas de la abstinencia
alcohodlica (76,77,78) y, més concretamente, la fluoxetina reduce los sintomas de
hiperactividad, ansiedad y depresion locomotoras inducidas por la abstinencia (76). No
obstante, existen datos contradictorios acerca de la idoneidad de este tratamiento en

pacientes con trastorno depresivo recurrente y TUA (79).

El consumo de alcohol genera un proceso inflamatorio en el SNC, un aspecto muy
relevante debido a la sobreexpresién de factores proinflamatorios en pacientes con
trastorno depresivo. Este nexo comuin en ambas patologias (la inflamacion), nos hace
cuestionarnos la posible interconexion existente entre el sistema inmune y las funciones
del SNC, situando el proceso inflamatorio como componente clave en la comprension de
procesos y cambios cerebrales, por tanto, en la neuroplasticidad del cerebro en procesos
adictivos. Las células microgliales, que corresponden al sistema inmune innato del SNC,
son las encargadas de, entre otras funciones, generar una respuesta inmune frente a un
dafio producido en el cerebro. La alta tasa de prescripcion de antidepresivos en pacientes
con problemas depresivos derivados por el consumo de alcohol, principalmente ISRS,
nos hace plantearnos cdmo puede afectar a dicho sistema inmune en el cerebro, y a su
vez, al proceso inflamatorio producido por patologias como el TUA y la depresion
derivada por consumo de sustancias. No obstante, cabe destacar que las condiciones
medioambientales pueden ser clave a la hora de comprender los diferentes efectos que
generan los antidepresivos en los procesos neuroinflamatorios, como consecuencia de la
labil actividad de las células microgliales ante leves modificaciones del entorno que las
rodea, como puede suponer el cambio de una situacion de estrés leve a una situacion de

estrés cronico (80,81,82).

En base a este supuesto, existen dos aspectos de especial relevancia en el tratamiento del

TUA con fluoxetina: en primer lugar, en pacientes con trastorno depresivo y TUA, los
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ISRS no son més efectivos que los Inhibidores mixtos de la captacion de Serotonina y
noradrenalina (ISRN), como la nortriptilina (83); y en segundo lugar, el cese de la
administracion de fluoxetina tras un periodo de abstinencia alcohdlica promueve un
aumento en la autoadministracion de alcohol, promoviendo grandes cambios en las
respuestas motivacionales producidas por el alcohol, derivados de la alteracién en la
transmision de 5-HT en el periodo de abstinencia alcohdlica (84). De acuerdo a estos
hallazgos, el tratamiento de fluoxetina de forma croénica y/o la interrupcién abrupta del
tratamiento con ISRS facilita la recaida en el consumo de alcohol en pacientes con TUA

y trastornos del estado del animo como la depresion (85).

6. SISTEMA INMUNE Y NEUROINFLAMACION

El sistema neuroinmune ejerce un rol fundamental en la regulacion de los procesos y
comportamientos generados por el consumo y la adiccion al alcohol. Este sistema, junto
a los neurotransmisores y neuromoduladores presentes en el SNC, adquieren un papel
crucial en el impacto que puede generar el consumo de alcohol sobre la funcién o
disfuncion del cerebro. Asi pues, el sistema neuroinmune emplea una serie de factores
neuroinflamatorios denominados citocinas y quimiocinas. Estos factores, expresados en
neuronas y celulas de la glia, median la comunicacion entre las neuronas y la glia e
interacttian con los sistemas neuroendocrino y neuropéptido, ademas de regular procesos

cerebrales como la neurogénesis y el desarrollo del SNC (86,87,88,89).

6.1 FACTORES INFLAMATORIOS EN LA RESPUESTA INMUNE

Las citocinas son pequefias proteinas de bajo peso molecular cuya funcion es clave en la
comunicacion y migracion de las células inmunes. A su vez, las citocinas quimiotacticas
(quimiocinas) tienen la capacidad de dirigir el movimiento de leucocitos circulantes hacia
el lugar de inflamacién o dafio (90,91). Podemos clasificar cuatro grupos de quimiocinas
en funcion de la ubicacion de los residuos de cisteina (C) en el extremo N-terminal:
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quimiocinas C, quimiocinas CC (dos cisteinas adyacentes), quimiocinas CXC y
quimiocinas CX3C (donde encontramos de 1 a 3 aminoacidos entre las dos cisteinas). Las
quimiocinas son moléculas solubles, y son producidas por neuronas y células microgliales
en el SNC, a excepcion de CX3CL1 que también la podemos encontrar en la membrana

neuronal (92).

Los receptores de quimiocinas son proteinas de membrana acopladas a proteinas G. Un
ejemplo de este receptor es CCR2, cuyo ligando es la quimiocina CCL2 o MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein-1; del inglés traducido: “Proteina quimioatrayente
de monocitos 1”). Este receptor de quimiocina es clave en los procesos inflamatorios al
regular la salida de monocitos de la médula 6sea, a la par que regula el movimiento y la

entrada de estos en tejidos como el SNC, dando lugar a la neuroinflamacion (93,94,95).

Las citocinas y quimiocinas, como por ejemplo las quimiocinas CCL2 o0 MCP-1 y
CXCL12, cuya unidn con sus receptores especificos desencadenan una gran variedad de
mecanismos, regulan la liberacion de Glut, GABA y DA (96,97); o la liberacién de Glut
en los astrocitos tras la union de la quimiocina CXCL12 o SDF-1 (Stromal cell-derived
Factor-1; del inglés traducido: “Factor 1 derivado de células estromales™) con su receptor

CXCR4 (98).

Esta serie de factores son regulados, en parte, por un componente clave en el sistema
neuroinmune, la microglia, encargada de detectar los cambios que se producen en el
entorno del SNC vy, entre otras funciones, del desarrollo postnatal y la neuroplasticidad
(99,100). Todo ello hace evidente que la comunicacion bidireccional entre las neuronas
y la microglia es clave para la comprension del papel que ejerce el sistema neuroinmune
en las funciones sinapticas a través de mecanismos presinapticos, postsinapticos y entre

las neuronas y la glia. Esta sefializacion, por tanto, es clave a la hora de entender los
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cambios que pueden ejercer las drogas, como el alcohol, en el SNC y, por tanto, en el

sistema neuroinmune del cerebro.

El consumo de alcohol genera un medio toxico y dafio neuronal, una agresion que, al ser
detectada por la microglia, ésta libera una serie de factores neuroinmunes con efectos
neurotoxicos a la par que neuroprotectores (101). Las primeras citocinas, con funcion
neuroprotectora, que libera la microglia ante la presencia de un dafio o agresion, son el
Factor Necrotico Tisular a (TNFa) y la Interleuquina 18 (IL1p). Sin embargo, cuando la
microglia se encuentra en un estado de hiperactivacion se liberan citocinas
proinflamatorias, quimiocinas y diferentes especies reactivas de oxigeno (como el
peroxido de hidrogeno, el radical superéxido o el radical hidroxilo), promoviendo un
medio de neuroinflamacion en las diferentes regiones afectas del SNC ante dicho agente
dafino. No obstante, para contrarrestar dicho proceso, el cerebro produce factores
antinflamatorios, como la Interleuquina-10 (IL-10) o el Factor de Crecimiento

Transformante B1 (TGFB1).

Estudios en modelos animales y con muestras de cerebros alcohdlicos humanos han
demostrado que el consumo de alcohol genera cambios significativos en el sistema
neuroinmune (102,103). Por ejemplo, Qin & cols. (104) revelaron en un modelo de
consumo excesivo de alcohol (denominado en inglés “Binge Drinking ) en ratones, como
aumentaban los valores de quimiocina CCL2/MCP-1 y TNFa a la par que disminuian los
de la citocina IL-10. Por tanto, queda evidente que el alcohol produce modificaciones
genotipicas y fenotipicas en el sistema inmune innato. Sin embargo, aun no esta clara la
hipétesis de que la alteracién del sistema neuroinmune contribuya a la dependencia del
alcohol. Se sabe que la interrupcion en la expresion de genes como el correspondiente a
TLR4 (Receptor de Reconocimiento de Patrones tipo 4) en la Amy, reduce el consumo

de alcohol (105). Ademas, modelos de “Binge Drinking” y exposicion crénica al alcohol
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promueven la activacion del sistema neuroinmune a través de TLR y HMGB1 (106,107).
Por ejemplo, Lecclerq y cols. (108,109) vislumbraron que el deseo por consumir alcohol
se correlacionaba positivamente con el aumento de citocinas inflamatorias y, por tanto,
que la activacion de la sefializacion inmune innata aumentaba el deseo y el consumo de

esta sustancia en humanos.

6.2 TLRS Y NEUROINFLAMACION MEDIADA POR EL SISTEMA
NEUROINMUNE
Los TLR son reguladores clave de la activacion inmunitaria en el SNC en respuesta al
alcohol y tienen funciones bien establecidas en la deteccién de patdgenos y el inicio de la
inmunidad innata y adaptativa durante la infeccion. No obstante, numerosos estudios
demuestran como ligeras modificaciones de las diferentes vias involucradas por el TLR4
pueden variar el comportamiento del sistema inmune en funcién del modelo animal o
humano (Ver tabla 1; adaptada de: Neuroimmune Pathways in Alcohol Consumption:

Evidence from Behavioral and Genetic Studies in Rodents and Humans) (110).
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TABLA 1 Distintos Modelos de exposicion a alcohol generan una respuesta inflamatoria especifica en funcion de la especie de estudio. Adaptada de la fuente: Robinson G, Most D, Ferguson
LB, Mayfield J, Harris RA, Blednov YA. Neuroimmune pathways in alcohol consumption: evidence from behavioral and genetic studies in rodents and humans. Int Rev Neurobiol.
2014;118:13-39. doi: 10.1016/B978-0-12-801284-0.00002-6.
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Una hipGtesis planteada en varios estudios (104,111,112,113) sostiene que los
lipopolisacéridos (LPS), unas endotoxinas residentes en las bacterias Gram negativas y
ligando de TLR4, tienen una estrecha relacion con la generacion de citocinas y
quimiocinas proinflamatorias a nivel periférico y central, si bien los efectos de estos
factores inflamatorios se mantienen durante un mayor periodo de tiempo a nivel central.
En base a dicha hipdtesis, el consumo de alcohol cronico afecta a las uniones de las células
epiteliales del intestino, liberando toxinas bacterianas intestinales como el LPS al torrente
sanguineo, a través del cual se unirian a los receptores TLR4 en las células de Kupffer
del higado y células mononucleares de sangre periférica. Este suceso promoveria una
serie de sefalizaciones culminando en la activacion de NF-xB (Factor Nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), entre otros factores,
aumentando la transcripcion de citocinas proinflamatorias y 6xido nitrico (NO). Dichas
citocinas y quimiocinas atravesarian la barrera hematoencefalica promoviendo un mayor
consumo de alcohol que, a su vez, generaria una mayor produccion de citocinas
proinflamatorias a nivel central y, como consecuencia, un mayor consumo de alcohol en
un circuito de retroalimentacion positiva. No obstante, existe cierta incertidumbre acerca
de la hipotesis que sustenta como los LPS pueden atravesar la barrera hematoencefélica,
pero se sostiene que la activacion de los receptores TLR4 a través de dicha via pudiese
liberar ligandos enddgenos y citocinas proinflamatorias que fomentasen la sefializacion

inflamatoria neuroinmune.

La familia de los TLR, en especial TLR2 y TLR4, son esenciales en la respuesta inmune
innata y adaptativa, al reconocer patrones inespecificos de las bacterias y virus, iniciando
asi un proceso inflamatorio para eliminarlos (114,115). Asi la activacion de la microglia,
por ejemplo, mediante la union de ligandos para TLR4, como los LPS, produce la

activacion de una via de sefializacion dependiente de MyD88 (Proteina de diferenciacion
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mieloide 88) que termina por la activacion del factor de transcripcion NF-«B e inicia un

proceso de produccién de citocinas pro-inflamatorias (116,117).

A pesar de las discrepancias entre estudios con diferentes metodologias de exposicion al
consumo o administracion de alcohol, es posible que los diferentes comportamientos que
adquiere el sistema inmune en relacion a la expresion de determinados factores
inflamatorios se puedan asociar a los diferentes paradigmas de consumo de sustancias, en

este caso el alcohol, y a cambios especificos de las diferentes regiones del cerebro.

7. EL SISTEMA INMUNE INNATO EN EL SNC — LA MICROGLIA
Como exponiamos en apartados anteriores, el consumo de alcohol crénico puede derivar
en un dafo neurotoxico que, COMOo consecuencia, genere una serie de trastornos derivados
por uso de alcohol o TUA. Dichos cambios, a su vez, se asocian con la pérdida de volumen
de estructuras pertenecientes al sistema nervioso central, como el I6bulo frontal, la corteza
cerebral, el hipotdlamo, el HC o el cerebelo (118). A su vez, los cambios producidos en
la expresion de genes y la activacion de sefializaciones neuroinmunes generan

modificaciones fenotipicas en las diferentes células estructurales de dichas areas.

7.1 DEFINICION Y ASPECTOS CLAVE
En el SNC encontramos neuronas y glia, también denominada neuroglia, la cual
constituye el tejido de sostén y soporte neuronal. La neuroglia adquiere diferentes formas
celulares, en funcion de su localizacion periférica: Células de Schwann en el sistema
nervioso periférico y células satélite de los ganglios; o si pertenece al SNC:
oligodendrocitos, astrocitos, células ependimarias y microglia. Todos ellos residen su
origen embrionario en el ectodermo, a excepcion de la microglia, de origen

mesenquimatico y mesodérmico (119,120). La microglia o células microgliales
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corresponden a los macréfagos del SNC, y son los principales responsables de activar la

respuesta inmune del SNC.

No fue hasta 1911, cuando Nicolas Achucharro pudo distinguir los astrocitos de otras
células que mas delante corresponderian a las células microgliales (121), y Pio del Rio-
Hortega, mediante la técnica de carbonato de plata, pudiese definirla “por su nucleo
pequefio y oscuro envuelto por escaso protoplasma y sus extensiones torcidas y
ramificadas, adornadas con espinas laterales” diferenciandola asi de los oligodendrocitos

(122,123,124,125,126).

7.2 ESTADOS FISIOLOGICOS DE LA MICROGLIA
Ademas de generar una respuesta durante el proceso inflamatorio en el SNC, los avances
cientificos nos han permitido vislumbrar mas alla de los clasicos estados de quiescencia
0 reposo Y el estado de actividad microglial. De hecho, el paradigma de la microglia ha

experimentado cambios de concepto al respecto.

7.2.1 MICROGLIA EN ESTADO DE REPOSO

Tradicionalmente, se pensaba que la microglia se encontraba en estado de reposo o
quiescente hasta reconocer un estimulo dafiino en el cerebro y se activara para llevar a
cabo el inicio de la respuesta inmune (Ver llustracion 3). Sin embargo, a dia de hoy se
sabe que estas células se encuentran en continuo contacto con el parénquima cerebral a
través de sus prolongaciones o procesos celulares mediante movimientos de emision y
retraccion, conectandose asi con somas, dendritas, axones y otras estructuras neuronales

(127,128).
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lHustracion 3. Imagenes pertenecientes al area de la CPF. En este esquema podemos observar la evolucion
gue experimenta la disposicion morfoldgica de la microglia desde un estado de reposo (Imagen A), un
estado intermedio de activacién (Imagen B y E) y un estado de activacién (Imagen C y D).

Esta propiedad permite a la microglia llevar a cabo funciones en el desarrollo de
conexiones neuronales o “pruning” (99), ademas de controlar, junto a los astrocitos, el
acceso de determinadas moléculas a través de la barrera hematoencefalica (129) o la
fagocitosis de células apoptéticas en el proceso de neurogénesis (130). Incluso es capaz
de llevar a cabo la renovacién de sus propias células y de otros componentes
pertenecientes a las conexiones sinapticas, supervisando el estado funcional de la sinapsis

neuronal (131,132).

Un pardmetro clave a la hora de estudiar la microglia en reposo es la fractalquina o
CX3CL1. Esta quimiocina se encuentra en altas dosis en la microglia, y las neuronas en
estado normal son las encargadas de generar dicho ligando, cuyo receptor es CX3CR1.

Cuando la fractalquina se encuentra presente en dosis normales, se podria traducir que
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hay un contexto de microglia en estado de vigilancia “no activado”. Sin embargo, en el
momento que se produce un dafio, las neuronas dejan de producir dicho ligando, una sefial

que induce a la activacion de las células microgliales.

7.2.2 MICROGLIA ACTIVADA O EN ESTADO PRO-INFLAMATORIO
Tradicionalmente, se han descrito dos estados de activacion microglial en base a la

funcién que desarrolla en el proceso inflamatorio desencadenante:

Microglia de fenotipo M1: este estado de activacion pro-inflamatorio constituye la
primera linea de defensa del sistema inmune innato, y su actividad puede generar dafios
neurotoxicos (133,134). En este estado de activacion, existe una estrecha relacion con los
PAMPs (Pathogen-associated Molecular Patterns; traducido del inglés “Patrones
Moleculares Exdgenos Asociados a Patdgenos™) ya que la exposicion a LPS, entre otros,
estimula a los TLR, como TLR4, llevando a cabo la activacion de los factores de
transcripcion NF-xB y STAT1 e iniciandose asi la sintesis de citocinas pro-inflamatorias
como TNFa, IL-6 IL-1p, o la quimiocina CCL2/MCP-1 (135,136), entre otras citocinas
y quimiocinas. A su vez, este estado de activacion induce la activacion de la respuesta

inmune adaptativa mediante linfocitos T (137).

Microglia de fenotipo M2: este estado fisioldgico ejerce una funcién neuroprotectora a
través de la liberacion de citocinas anti-inflamatorias mediante dos vias principales: una
de ellas es la activacion de STATG6 a través de la union del ligando 1L-4 con su receptor
IL-4R, fomentando la adquisicion de la morfologia celular de un fenotipo anti-
inflamatorio, y liberando citocinas del tipo IL-4 e IL-10; la otra via transcurre por la
estimulacion de IL-10 a través de STAT3, fomentando la caracterizacion de las células
hacia un fenotipo de tipo inmunosupresor primario que libera citocinas anti-inflamatorias

IL-10 y TGFB (136).
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7.2.3 MICROGLIA EN ESTADO ANTI-INFLAMATORIO

La microglia se define como el tejido macréfago tisular del SNC, encargado de activar y
supervisar la respuesta inmune del cerebro. En un estado anti-inflamatorio microglial, la
funcién principal de este macréfago es la fagocitosis, a traves de la cual, se introduce
material extracelular, se reconoce y se degrada, con la finalidad de regular la expresion
de receptores de superficie, la presentacion de antigenos en las membranas celulares
participando en el inicio de la respuesta inmune adaptativa a través de Complejo Mayor
de Histocompatibilidad tipo Il (MHC 1II), o eliminar células, como linfocitos T y
neutrofilos en apoptosis, conduciendo a una reduccion en la produccion de citocinas pro-

inflamatorias, entre otras funciones (129,138,139,140).

7.3 COMUNICACION MICROGLIAL.: RECEPTORES, CITOCINAS Y
QUIMIOCINAS
La microglia, como primera linea de defensa frente a un dafio provocado por una toxina,
virus o bacteria, emplea una amplia gama de receptores, entre los cuales cabe destacar los
receptores de patrones moleculares o PRRs ( del inglés “Pattern Recognition Receptors”),
los cuales podemos clasificar en: TLR, los receptores similares a NOD (NOD-like
receptors 0 NLR; NOD del inglés “Nucleotide binding oligomerization domain”;
Dominio de oligomerizacion de union a nucleétidos) y Receptores similares a RIG-I
(RIG-I-like receptors 0 RLR; RIG-I del inglés “Retinoic acid-inducible gene-I"’; Gen 1
inducible por &cido retinoico). Asi, estos receptores, ademas de reconocer patrones
moleculares asociados a patdgenos, como los PAMPs, también reconocen patrones
moleculares asociados a dafios 0 DAMPs (Damage-associated molecular patterns; Del

inglés “Patrones Moleculares asociados a dafios”) (141).

La infiltracién de estas moléculas pertenecientes al proceso de inflamacidn, se regula a

través del control que ejercen los astrocitos en la barrera hematoencefélica, y las células
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gliales restantes. A su vez, los astrocitos también son una fuente de produccion de
citocinas (TNFa, IL-1p, IL-6) y quimiocinas (CXCL10, CCL2) (142,143). Una vez se
infiltran macrdfagos y linfocitos en el tejido nervioso, tras la permeabilizacion de la
barrera hematoencefélica como consecuencia de la activacion del sistema inmune, estos
favorecen el reclutamiento de mas linfocitos hacia las regiones afectadas, promoviendo
una respuesta inflamatoria y la liberacion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias

(144,145).

Sin embargo, la presencia de linfocitos T inmaduros en las zonas donde se produce la
inflamacién hace que se presenten en forma de Thl (favoreciendo un medio
proinflamatorio) y Th2 (generan un medio antinflamatorio), en base al criterio modulador
que ejerce la microglia en su fenotipo M1, y la diferenciacion que ejercen los astrocitos
hacia Th2 (146). No obstante, las caracteristicas y las modificaciones ejercidas por las
neuronas, las células gliales y la microglia son tan diversas y diferentes que hacen
necesario una mayor comprension del fenémeno inflamatorio, especificamente en base a
las modificaciones fenotipicas y morfoldgicas de las células microgliales, responsables

de la mediacion de la respuesta del sistema inmune en el proceso inflamatorio.

8. ANALISIS DE FORMA EN LA CELULA MICROGLIAL
La morfologia de la microglia ha sido clave en las Ultimas décadas para empezar a
comprender las diferentes funciones y caracteristicas del comportamiento del sistema

inmune innato en el SNC.

El primero en describir este aspecto fue Pio del Rio-Hortega (122,123,124,125,126),
cuyas descripciones fueron pioneras en describir la distribucion y caracterizacion de estas
células, sobre todo en procesos patolégicos en los que las ramificaciones comenzaban a

desaparecer, adquiriendo la célula un aspecto ameboide. Asi pues, tradicionalmente se
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han clasificado tres fenotipos diferentes (Ver Ilustracion 4): 1) de aspecto compacto; 2)
ramificadas longitudinalmente en forma de bastén y; 3) ramificadas radialmente, con

forma de arbol (147).

El estado funcional de vigia o Surveillant es el correspondiente al fenotipo ramificado y,
a partir de este estado, ante la percepcion de un dafio, adquiere unos procesos celulares
de mayor grosor, mas cortos y gruesos, ademas de un soma mas grande y compacto,
adquiriendo un “estado activado” (148). También la podemos encontrar en un estado
reactivo, en el cual el soma se reduce de tamafio, y adquiere una forma redondeada o
ameboide en forma de barra (149). En otros tipos de dafio, como es la neuroinflamacion,
estas células disminuyen el numero de ramificaciones. Existen estudios previos que han
intentado describir morfolégicamente las caracteristicas fenotipicas de las células
microgliales en funcion de algin dafio o proceso patoldgico, como el estrés fisioldgico
(150) o el estrés psicoldgico (151). Sin embargo, a pesar de quedar clara la idea de que la
microglia varia en funcion de la regién del cerebro, tanto su fenotipo como la distribucién,
los cambios producidos en estas células pueden llegar a ser muy sutiles como para

cuantificarlos con los métodos rutinarios de analisis, como el didmetro o el perimetro.

lustracion 4 Imagenes correspondientes al &rea CA1 hipocampal. En dicha ilustracién podemos observar
un estado de microglia en forma de &rbol, correspondiente a la imagen A; otra imagen B, donde el soma
empieza a alargarse y sus procesos celulares comienzan a hacerse mas gruesos y a concentrarse alrededor
del soma; y, por ultimo, una imagen C, donde observamos un soma muy concentrado, sin apenas
ramificaciones y de forma ameboide.
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Una de las metodologias empleadas en el analisis morfolégico de la microglia es el
andlisis Sholl (152) o “método de capa concéntrica”, basado en la superposicion de
circulos concéntricos sobre una imagen de una célula, tomando como punto central de
referencia el soma celular, y cuantificando las intersecciones entre las prolongaciones o
ramificaciones y los circulos establecidos. Este método ha sido empleado en estudios
como el perteneciente a Yamada & Jinno (153) para contabilizar las ramificaciones de las
células microgliales en un modelo experimental de dafio neuronal por axotomia del nervio
hipogloso. Otros autores, como Torres-Platas & cols. (154), han permitido establecer
diferentes parametros morfoldgicos de las células microgliales en cerebros humanos, a
través de reconstrucciones tridimensionales de las células, mediante el delineamiento
manual de las ramificaciones de las células en una imagen digital. E incluso se han Ilevado
a cabo estudios de clasificacion de grupos microgliales por su morfologia, mediante el
empleo de analisis estadistico de los datos cuantificables de pardmetros morfométricos

microgliales (155,156).

Otro tipo de analisis menos utilizado, aunque bastante revelador en la actualidad, es el
andlisis fractal. En la década de 1980, Benoit Mandelbrot restablecio el disefio de
conjuntos fractales, planteando el método matematico que estimase la complejidad de los
objetos, dando lugar a la denominada Dimension Fractal, un parametro capaz de
cuantificar el grado de irregularidad de los objetos o el grado de repeticion de patrones
que pueden aparecer a diferente escala en un objeto, lo que se denomina autosimilitud o
autosemejanza (157,158). La Dimension fractal (D) muestra objetivamente el grado de
complejidad de un objeto, y cuanto mas irregular sea, mayores valores adquiere la D. Este
parametro es muy util, debido a su alta sensibilidad, pues ante la minima variacion de
forma, su valor cambia (159). Un ejemplo de anélisis empleado con esta metodologia fue

el estudio planteado por Goldberger & West (160) sobre la compleja estructuracion del
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arbol bronquial; o la cuantificacion de la complejidad en las ramificaciones de células de

la glia, para la clasificacion de diversos tipos morfoldgicos (161,162).

Otro parametro de especial relevancia en el analisis de la morfologia celular es la
Lacunaridad (A), que define el grado de heterogeneidad o de varianza traslacional y
rotacional de un objeto, a través del reconocimiento de espacios o huecos en la forma del
objeto, permitiendo asi describir su patrén morfol6gico y su dispersion espacial (163).
Segln Karperien & cols. (164) un mayor valor de A indica una mayor heterogeneidad del
objeto. Este dato es util, ya que en estudios llevados a cabo en procesos patoldgicos
diferentes para la clasificacion de subtipos de células microgliales, se daba el caso de
células con un mismo valor de D, que diferian en cuanto al valor de A, indicando la
lacunaridad como una herramienta distintiva a la par que complementaria de la
Dimensién Fractal, pues permite distinguir los cambios sutiles que diferencian unas

células de otras, pero que no son reconocidos por el parametro D.

Uno de los trabajos mas reveladores que emplean la metodologia Box counting para la
obtencion y andlisis de parametros morfométricos de las células microgliales, es el
empleado por Fernandez-Arjona & cols. (165,166,167,168) permitiendo la clasificacién
de diferentes categorias de células microgliales en base a 15 pardmetros morfométricos
diferentes, y su correlacion con la expresion de factores inflamatorios. Estos estudios han
permitido una mayor aproximacién a la categorizacion objetivable de morfotipos
microgliales dependientes del caracter inflamatorio de la microglia, y la antesala a la
incorporacion de estas metodologias en la comprensidn de los cambios ejercidos por el
dafio o proceso inflamatorio generado por el consumo de sustancias adictivas, como el
alcohol, en la forma y el fenotipo de las células del sistema inmune innato del cerebro

(169).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
JUSTIFICACION DE LA TESIS

El empleo de la fluoxetina (ISRS) se considera como tratamiento de eleccion en la terapia
psicofarmacolodgica del paciente con TUA. Previamente, se han llevado a cabo diversos
estudios preclinicos en nuestro grupo de investigacion, demostrando los efectos nocivos
que produce el cese abrupto del tratamiento de ISRS en modelos de autoconsumo de
alcohol croénico con recaida. En la actualidad se estan llevando a cabo terapias a través de
ensayos, en los que se estan evaluando a los receptores de quimiocinas como dianas
terapéuticas en el tratamiento de diversas patologias de naturaleza inflamatoria (170)
(171). No obstante, existe cierta incertidumbre acerca del rol que ejerce la microglia en
estados de inflamacién secundaria como respuesta a exposiciones prolongadas de alcohol

que permiten desarrollar un TUA (104,169,172).

En base a los antecedentes expuestos, esta tesis doctoral pretende abordar la relacion entre
funcién y morfologia microglial en un paradigma de interaccion entre el consumo de

alcohol y un tratamiento antidepresivo, a partir de la siguiente hipotesis.
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1. HIPOTESIS

¢ EIl tratamiento de los trastornos por uso de alcohol (TUA) con antidepresivos de
naturaleza ISRS (Inhibidores Selectivos de la Recaptacion de la Serotonina) ejerce
cambios neuroinflamatorios (morfolégicos y fenotipicos de las células gliales) en un
modelo experimental de autoadministracion de alcohol, cese de tratamiento tras

abstinencia y posterior recaida alcohdlica.
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2. OBJETIVO GENERAL

A. Analizar factores neuroinflamatorios (células microgliales que expresan citocinas
y quimiocinas) en regiones cerebrales del sistema limbico (Corteza Prelimbica) y
sistema de recompensa (Nucleo Estriado, Amigdala Basolateral y region CA1 del
HC) de ratas con dependencia alcoholica (exposicion y recaida) en un modelo de
autoadministracion de alcohol, y tratadas con fluoxetina (10 mg/kg) durante el
periodo de abstinencia.

B. Determinar el papel que ejercen las areas de interés para el estudio (Corteza
Prelimbica, Estriado, Amigdala Basolateral e Hipocambpo-CA1l) relacionadas
con el sistema limbico y el sistema de recompensa en la caracterizacion
morfoldgica y fisiologica de las células microgliales y su perfil inflamatorio en las
etapas de autoconsumo, cese abrupto del tratamiento tras la abstinencia y recaida

al autoconsumo de alcohol.
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2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Determinar cambios en el nimero de células y la intensidad de la
inmunoreactividad de estas, que expresan el marcador Iba-1 especifico de
microglia en la corteza prelimbica, el estriado, la amigdala basolateral y el
hipocampo (CA1), en sujetos con exposicion repetida de alcohol y en sujetos con
recaida al autoconsumo de alcohol tras un tratamiento con fluoxetina durante la
abstinencia.

Determinar cambios en los niveles de expresion génica de citocinas y quimiocinas
pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, entre otros factores relacionados con la
neuroinflamacion, en células microgliales del SNC en sujetos con recaida al
autoconsumo de alcohol tras un tratamiento con fluoxetina durante la abstinencia.
Analizar los cambios morfol6gicos producidos en las células microgliales de las
diferentes regiones cerebrales a causa de una exposicion repetida de alcohol y una
recaida al autoconsumo de alcohol tras un tratamiento con fluoxetina durante la
abstinencia.

Evaluar si existe relacion entre los cambios morfoldgicos y fenotipicos de las

células microgliales en las diferentes regiones de estudio.
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MATERIAL Y METODO
ASPECTOS ETICOS

Los experimentos realizados en este estudio fueron aprobados por el Comité de Etica de
la Universidad Complutense de Madrid (PROEX: 077/16, titulo: "Impacto del uso de
antidepresivos sobre el consumo de alcohol y cocaina: Efectos indeseados vy
mecanismos”) y por el Comité de Etica e Investigacion de la Universidad de Malaga
(CEUMA: 84-2015-A). Los procedimientos de este experimento de llevaron a cabo
conforme a la Directiva Europea 2010/63/UE sobre la proteccion de los animales para la

experimentacion cientifica y la normativa espafiola (RD 53/2013 y 178/2004).

1. MODELO ANIMAL DE AUTO-ADMINISTRACION OPERANTE DE ALCOHOL

1.1 ANIMALES
Para realizar este experimento, se utilizaron ratas Wistar (n=38) machos adultas (10-12
semanas) con un peso de 250 g (Crl:WI, Charles Rivers, Barcelona, Espafia), en base a la
idoneidad de dicha especie para alcanzar los objetivos propuestos (173) y facilitados por
el Dr. Alén Farifias (Departamento de Psicobiologia y Metodologia en Ciencias del
Comportamiento, Universidad Complutense, Madrid).
Los animales fueron estabulados a temperatura (23 + 1 °C) y humedad (40 + 5%)
constantes, en un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y con acceso ad-libitum a comida
(Prolab RMH 2500, 2.9 kcal/gr) y agua. Estas condiciones fueron mantenidas durante 2
semanas como periodo de habituacién de los animales desde su llegada al estabulario.
Los animales fueron separados en grupos de 3-4 sujetos por jaula fabricadas en
metacrilato transparente con rejillas metalicas nada mas llegar al estabulario.
Tras el periodo de habituacion, los animales fueron separados individualmente en jaulas

de metacrilato hasta la finalizacion del experimento. Este experimento esta basado en las
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condiciones de aislamiento y su relacion con la aparicion de conductas de naturaleza

depresiva en roedores ya descritas por Ballesta A. & cols. (22) y Suéarez J. & cols. (174).

1.2 DISENO DEL EXPERIMENTO
El paradigma de auto-administracioén operante de alcohol en modelos animales de TUA
ha resultado ser de gran calidad predictiva para conocer los mecanismos cognitivos y
motivacionales generados en una conducta repetida asociada a la accion reforzante de una
sustancia adictiva (22,84,174). A su vez, este paradigma permite esclarecer el impacto
que ejerce el tratamiento farmacoldgico empleado en el TUA en relacion a los cambios
fisioldgicos y bioquimicos acaecidos tanto por el consumo de dicha sustancia, como por
el supuesto efecto que produce el tratamiento. Incluso, nos permite conocer los diferentes
efectos que puede ocasionar el cese de dicho tratamiento y la recaida al consumo de dicha

sustancia adictiva (78,173,175).

En nuestro caso, nuestro modelo animal se caracteriza por una fase de abstinencia
alcohdlica, en la que se les administrd el tratamiento con Fluoxetina (ISRS — Inhibidor
Selectivo de la Recaptacion de la Serotonina) durante dos semanas. Previamente, estos
animales fueron entrenados para adquirir la conducta reforzante de autoconsumo de
alcohol basandonos en el paradigma de auto-administracion operante mencionado
anteriormente. Tras la fase de adquisicion del autoconsumo y las dos semanas de
tratamiento durante la fase de abstinencia, se procedi6 a una retirada no progresiva del
tratamiento y a una re-exposicién al autoconsumo de alcohol durante un periodo de tres
semanas (Ver llustracion 5). Una hora después de la Gltima sesién de autoadministracién
de alcohol, se llevo a cabo el sacrificio y la extraccion del material bioldgico procedente

de los diferentes grupos experimentales para el estudio.
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Establecimiento

Entrenamiento Enmascaramiento Adquisicion Abstinencia Recaida
De conducta
Semana 1-4 5-11 12-20 21 22-23 24-25-26
Autoconsumo Autoconsumo de Fluoxetina (10 mg/kg) Autoconsumo de

de Sacarinatl Alcohol!
e e iy v e ek
I ———
Autoconsumo

de Sacarina!
130 min, 5 dias/semana

Vehiculo (0.9% salino)

| ] | |
Fluoxetina (10 mg/kg)
Vehiculo (0.9% salino

Alcohol?
kel e—
#

Autoconsumo
de Sacarinal

llustracion 5 Imagen adaptada de la revista BS&F: Aranda J, Ferndndez-Arjona MDM, Alén F, Rivera P, Rubio L,
Smith-Fernandez I, Pavon FJ, Serrano A, Serrano-Castro PJ, Rodriguez de Fonseca F, Suarez J. Sudden Cessation of
fluoxetine before alcohol drinking reinstatement alters microglial morphology and TLR4/inflammatory neuroadaptation

in the rat brain. Brain Struct Funct. 2021 Sept 3. Doi: https://doi.org/10.1007/s00429-021-02321-9. En este esquema
podemos ver la representacion esquematica ilustrada del disefio experimental llevado a cabo. Dicho experimento queda
constituido por 4 grupos basados en dos factores: alcohol (un grupo expuesto a una dieta de sacarina como control y
otro expuesto a una dieta alcoholica) y tratamiento (un grupo expuesto a vehiculo, no tratado, y otro grupo tratado con

fluoxetina).

1.3 AUTO-ADMINISTRACION OPERANTE DE ALCOHOL

El experimento se llevd a cabo mediante el empleo de cajas de auto-administracion

operantes (Letica, modelo LE 850; Panlab, Barcelona, Espafia). Estas cajas presentan dos

palancas retractiles, ubicadas por separado en la misma pared y donde la sustancia

reforzante se ponia a disposicion del animal. Una de las palancas, era la palanca activa, a

través de la cual obtendria el sujeto el refuerzo o sustancia reforzante (en este caso, la

sacarina y posteriormente el alcohol), y la otra seria la palanca inactiva, que no

proporcionaria al animal ninguna sustancia. ElI animal, al presionar la palanca activa,

disponia de 0,1ml de sacarina al 0,2% (Sigma-Aldrich, Espafia) o de alcohol etilico

(Alcoholes Aroca, Espafa) al 10%, tras la cual, el animal no volvia a disponer de la


https://doi.org/10.1007/s00429-021-02321-9
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sustancia reforzante al presionar de nuevo la palanca activa durante los siguientes 2,5

segundos.

Cada sesion de auto-administracion tenia una duracion de 30 minutos. Estas sesiones se

realizaban de forma diaria durante 5 dias a la semana, de lunes a viernes.

El procedimiento de auto-administracion operante de alcohol consta de tres fases: fase de
entrenamiento, fase de sustitucion y fase de adquisicion (Ver llustracion 5). La fase de
entrenamiento ocupa las cuatro primeras semanas (Semanas de la 1 a la 4) y consiste en
que el animal adquiera rapidamente un comportamiento de autoconsumo con sacarina al
0,2% como sustancia reforzante. Tras haber conseguido una conducta estable de auto-
administracion de la sustancia reforzante, de acuerdo a lo descrito previamente por
Ballesta A. & Cols. (22), se continud con la fase de sustitucion. La fase de sustitucion
consiste en ir sustituyendo progresivamente la autoadministracion de sacarina al 0,2% por
la de alcohol al 10% (Semanas de la 5 a la 11). Se procedié a una exposicion progresiva
de alcohol en base a las concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 10%, a partir de una solucion de
etanol al 99% p/v (Ver Tabla 2, extraida de Ballesta A. & Cols. (22)). La fase de
adquisicion ocupa las siguientes semanas de auto-administracion (Semanas de la 12 a la
20) y se alcanza cuando el animal adquiere un comportamiento estable en al autoconsumo

de alcohol al 10% (Ver llustracion 5).

Una vez alcanzado el objetivo conductual del consumo de alcohol, se llevo a cabo una
interrupcién de 14 dias en la auto-administracién de alcohol (periodo de abstinencia), en

la que se administrd el tratamiento antidepresivo (ISRS) fluoxetina (Ver llustracion 5).
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Tabla 2 Madificado de Ballesta A. et al (2020). Proceso de sustitucion y adquisicion de conducta de auto-
consumo de alcohol

Periodo de tiempo (en sesiones) Sustancia administrada

3 sesiones Sacarina 0,2%

3 sesiones Sacarina 0,16% + Etoh 2%
3 sesiones Sacarina 0,12% + Etoh 4%
4 sesiones Sacarina 0,08% + Etoh 6%
4 sesiones Sacarina 0,04% + Etoh 8%
4 sesiones Sacarina 0,02% + Etoh 10%
Resto de sesiones Etoh 10%

1.4 TRATAMIENTO Y RECAIDA AL AUTO-CONSUMO DE ALCOHOL

En la semana 22 y 23 del experimento, durante la fase de abstinencia alcohdlica, se
procedié a la administracion del tratamiento farmacologico fluoxetina (Prozac®, Eli
Lilly, Alcobendas, Espafia). La solucion de fluoxetina clorhidrato empleada para el
experimento se preparaba diariamente disolviéndola en solucién salina al 0,9%. Dicha
solucion se administraba intraperitonealmente en forma de inyeccion a los sujetos a una
concentracion de 10 mg/kg en un volumen de 2 ml/kg de peso corporal del animal. La
administracion del tratamiento era de una vez al dia durante los 14 dias de la fase de

abstinencia alcohdlica (Ver llustracion 5).

Tras la fase de abstinencia alcohdlica y tratamiento con fluoxetina, se continu6 con una
fase de reinstauracion de la auto-administracion de alcohol, correspondiente a la fase de
recaida de consumo de alcohol (Semanas 24, 25y 26). La fase de reinstauracion o recaida
alcohdlica se produce tras el cese abrupto del tratamiento con fluoxetina (Ver llustracién

5). En base a lo descrito, 24 horas después de la ultima sesién de administracion del
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tratamiento antidepresivo, los animales se volvieron a exponer a la autoadministracion
operante del consumo de alcohol con una solucién a concentracion del 10% de Etoh,
durante 30 minutos/dia durante 5 dias/semana, las tres semanas siguientes hasta su

sacrificio.

Dado el modelo experimental descrito, los diferentes grupos obtenidos para la realizacion
del experimento se pueden clasificar en los siguientes: 1) un grupo expuesto a una auto-
administracion de sacarina y sin tratar, denominado grupo sacarina-vehiculo; 2) otro
grupo expuesto a una auto-administracion de sacarina y tratados con fluoxetina, grupo
sacarina-fluoxetina; 3) otro grupo expuesto a una auto-administracion de alcohol y sin
haber sido expuesto al tratamiento, denominado grupo EtOH-vehiculo; y finalmente, otro
grupo expuesto a una auto-administracion de alcohol y que, a su vez, fueron tratados con

fluoxetina, denominado EtOH-fluoxetina.

2. TECNICAS

2.1 OBTENCION Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

Tras la ultima sesion de auto-administracion de alcohol o sacarina de los respectivos
grupos experimentales, correspondiente a la semana 26 de la fase de recaida (1.2 Disefio
del experimento, llustracién 5), todos los animales fueron anestesiados con una dosis de

pentobarbital sodico (50 mg/kg).

Una parte de los animales (n= 6/grupo) fueron perfundidos por via intracardiaca con
formaldehido al 4% en una solucion de tampoén fosfato (PB) 0,1M. Los animales se
perfundieron a través de la insercion de un catéter por el ventriculo izquierdo. Tras la
fijacion de los animales, se llevé a cabo la extraccion de los cerebros usando el material
quirargico correspondiente, y se procesaron los cerebros integros para criopreservacion

con sacarosa al 30% en PB y congelacion a -80 ° C. Posteriormente, los cerebros fueron
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cortados en secciones coronales de 30 pum de grosor mediante el empleo de un micrétomo
de congelacion (Leica SM2000R), de acuerdo a las siguientes areas de interés para el
estudio: la PrL, niveles Bregma desde 5,16 a 2,52 mm; el Str, niveles Bregma desde 2,28
a-0,12 mm; la BLA, niveles Bregma desde -2,04 a -3,60 mm; y el HC, niveles Bregma
desde -2,04 a -4,68 mm (176) (Ver llustracion 6). Las secciones fueron almacenadas a 4°
C en PB con azida sddica al 0.002% hasta que se usaron para el analisis de

inmunohistoquimica.

Los animales restantes (n=7/grupo) correspondientes a los grupos expuestos a
autoconsumo de alcohol tratados y sin tratar con fluoxetina, se sacrificaron por
decapitacion. Se recolectaron los cerebros, y las areas correspondientes a PrL, Str, BLA
y HC se diseccionaron. Estas muestras se almacenaron a -80 ° C hasta que se usaron para

el andlisis de expresion de ARNm mediante RT-gPCR.

Begma <5 0 s 10 15

(//'( \\ AL / h\"'\:"’j b l ; ! ]
\ =Y ) | /
NS e / A ) o )
\\\’ — ,// \,, _,,/“/ ki) 9 N G o RATS i !
Corteza Prefrontal Estriado Amigdala Basolateral Hipocampo Dorsal

llustracion 6. Areas de interés analizadas en el experimento llevado a cabo. En la imagen podemos observar los
distintos crotes de las areas seleccionadas a estudiar, entre las cuales encontramos: La corteza prefrontal (PrL),
el estriado (Str), la amigdala basolateral (BLA), y el hipocampo dorsal (HC), mas concretamente el area CA1
hipocampal (CA1). Ver Paxinos & Franklin, 2001. The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, 2% edicion.
Academic Press.
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2.2 INMUNOHISTOQUIMICA
En primer lugar, se seleccionaron un minimo de 8 secciones por region y cerebro de cada
uno de los animales que constituian los 4 grupos experimentales (Sacarina-vehiculo;

Sacarina-fluoxetina; EtOH-vehiculo; EtOH-fluoxetina).

Se realizaron 3 lavados iniciales, de 10 minutos cada uno, de los cortes en su tampén
correspondiente con la finalidad de eliminar la azida sodica del PBS en el que se
encontraban almacenados los cortes. En el caso de las pruebas que tuviesen un tampon
distinto al de PBS, se hicieron dos lavados en PBS y un tercer lavado en su tampdn
correspondiente (cada lavado en tampon tenia la misma duracién de 10 minutos). A
continuacidn, se llevé a cabo el bloqueo de la peroxidasa endégena mediante perdxido de
hidrégeno (H202 al 30%) y metanol (CH3OH al 10%) en su tampdn de lavado, en
oscuridad durante 20 minutos. Seguidamente, se llevé a cabo 3 lavados con tampdn, y se
realiz6 una incubacion de 30 minutos a 80°C en tampdn citrato sédico a 50 mM y pH 6
(a excepcion de este paso, todos los demas se realizaron a temperatura ambiente/TA).
Seguidamente se llevaron a cabo otros 3 lavados en tampén. Tras los lavados, se llevo a
cabo el bloqueo de posibles uniones inespecificas del anticuerpo secundario (Ab II)
mediante la incubacion de los cortes en suero de pre-incubacion (10% suero de burro o
cabra, segun correspondiera, tampdn correspondiente del protocolo empleado y 0,01%

azida sodica, excepto en tampén de Tris-PBS para CXCR4) durante 60 minutos.

Al finalizar el bloqueo de la peroxidasa enddgena, se incubaron los cortes en su Ab |
correspondiente (Ver tabla 3 donde se muestra los anticuerpos primarios empleados para

las pruebas de inmunohistoquimica), durante toda la noche.
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Tabla 3 Anticuerpos primarios empleados para las pruebas de inmunohistoquimica

Anticuerpo Concentracion de Buffer Tiempo de Especie de Especie para Ag para inmunizar el host Casa Referencia
Primario uso empleado incubacion Ab produccion reaccion de comercial
1 Ab Ab
IBA-1 1:1000 PBS-Tx 100 | 1h Conejo Burro  anti- | Péptido sintético (C-terminal de | Wako 019-19741
(0,2%) conejo Ibal)
GFAP 1:500 PBS-Tx 100 | 1h Ratén Cabra anti- | GFAP de médula espinal de cerdo | Sigma- G3893
(0,2%) raton Aldrich
CX3CR1 1:500 PBS 0.1M pH | 2h Conejo Burro  anti- | Péptido sintético correspondiente a | Abcam ab8021
7.3 conejo CX3CR1 aa 2-21 humano
(terminal N)
CXCR4 1:500 Tris-PBS 1X | 2h Conejo Burro anti- | Péptido  sintético dentro de | Abcam ab124824
pH 7.8 conejo CXCR4 humano aa 300 al C-
terminal (C terminal)
CCR2 1:300 PBS 0.1M pH | 2h Conejo Burro  anti- | Péptido sintético tomado dentro de | Novus NBP1-
7.3 conejo la regién de aminoacidos 20-70 en | Biologicals | 78169
la proteina CCR2 humana
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A la mafiana siguiente, los cortes se lavaron 3 veces en su tampon correspondiente durante
10 minutos cada uno. Acto seguido, los cortes se incubaron en el anticuerpo secundario
(Ab 1) biotinilado (anti-conejo producido en burro o anti-ratén producido en cabra; n° de
cat. RPN1004, GE Healthcare, Barcelona, Espafia. RRID: AB_1062582; y n° de cat.
B7264, Sigma-Aldrich-Merck, San Luis, USA. RRID: AB_258607, respectivamente)
durante 1-2 horas dependiendo del protocolo a seguir, a una dilucion de 1:500. Tras la
incubacion en Ab I, se realizaron 3 lavados mas en tampoén (10 minutos/lavado), y se
volvieron a incubar durante 60 minutos en el complejo ExtrAvidin-peroxidasa (n° de cat.
E2886, Sigma-Aldrich-Merck, Darmstadt, Alemania. RRID: AB_2620165) a una
dilucion de 1:2000 en su tampdn correspondiente. A partir de este paso, incluido, todos

los siguientes se realizaron en oscuridad.

En el siguiente paso, se realizaron 3 lavados en su correspondiente tampon (10
minutos/lavado) para la posterior incubacion con 0,05% de diaminobencidina (DAB,
Sigma-Aldrich) y 0,05% de sulfato de niquel y amonio (Ni) durante 20 minutos, y

finalmente se revel6 la inmunotincion afiadiendo 0,03% de H20».

Una vez revelada la marca de inmunotincidn, se realizaron varios lavados en PBS, y se

procedio a montar los cortes en portaobjetos tratados con poli-L lisina (Sigma).

Una vez montados, se dejaron secar a TA durante 24 horas y tapados con papel de fieltro
para evitar la exposicion a particulas de polvo en campana extractora. Seguidamente se
deshidrataron los cortes con concentraciones crecientes de etanol y xileno para,
posteriormente, cubrirlos con cubreobjetos y sellarlos con medio de montaje (Eukitt,

Kindler GmBH & Co, Freiburg, Alemania).
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2.2.1 CUANTIFICACION DE LA INMUNOTINCION

Empleamos un microscopio éptico estdndar equipado con el objetivo 40X (Nikon
Instruments Europe B.V., Amstelveen, Paises Bajos) y acoplado al NIS-Elements
Imaging Software 3.00 (Nikon) con el que se tomaron microfotografias digitales de alta
resolucion, bajo las mismas condiciones de luz y oscuridad para cada inmunotincion y

experimento.

Las imagenes tomadas fueron de las regiones cerebrales de interés para este estudio: PrL,

Str, BLA y las areas CA1 y CA3 del hipocampo y el giro dentado.

Se analiz6 un minimo de 8 secciones coronales por estructura, lo que resulté en una de
cada seis secciones equidistantes (una seccion representativa por cada 180 um) segun la
extension rostro-caudal del cerebro. Las estimaciones del numero de células IBA-1-
inmunorreactivas (+) por area (mm?) en ambos hemisferios se contaron manualmente de
acuerdo con métodos estereoldgicos y se calcularon con base en la siguiente formula

(166):
Na=2X(Q-) /2% (astr)

Donde 20— es el nimero total de células positivas (+) contadas por animal, y astr es el

area (mm?) de la estructura analizada.

La cuantificacion del nimero de células se expresd como el nimero medio de células
IBA-1 + por area (mm?) para cada grupo experimental. Para el andlisis densitométrico, se
determind la cuantificacion de la inmunorreactividad de IBA1, GFAP, CX3CR1, CCR2
y CXCR4 (unidades arbitrarias de intensidad) en areas representativas de las regiones del

cerebro utilizando el software ImageJ (NIH, EE. UU.).
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2.3 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA (Niveles relativos de ARNm)

Para este estudio, empleamos la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa a
tiempo real (QPCR) para cuantificar la expresion del ARN mensajero de factores
neuroinflamatorios (citocinas y quimiocinas anti-inflamatorias y pro-inflamatorias, y el
TLR4, entre otros). Tanto las muestras bioldgicas como el material de investigacion
empleado para las pruebas mencionadas se mantuvieron bajo estrictos protocolos
estandarizados especificamente en manipulacion y limpieza en el area de trabajo del
Laboratorio de Medicina Regenerativa (LMR) ubicado en el Hospital Regional

Universitario de Mélaga.
2.3.1 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL ARN DE LA MUESTRA

Empleamos el método Trizol de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Gibco BRL
Life Technologies, Baltimore, MD, USA) con el fin de aislar el ARN total de las muestras,
en base a protocolos validados y descritos en estudios previos de nuestro grupo de

investigacion (174,177).

Tras la extraccion y purificacion del ARN, empleamos un espectrofotometro para la medir
la absorbancia del ARN a 260-280 nm y, a una dilucién de 1/80 en agua ultra-pura libre
de RNAsas, se determing la concentracion del ARN. Los acidos nucleicos, como el ARN
(Acido ribonucleico) y el ADN (Acido desoxirribonucléico), absorben la luz a 260 nm,
mientras que otros elementos contaminantes (proteinas, lipidos, etc) tienen absorbancias
diferentes de la misma (por ejemplo, 280 nm para las proteinas). Por ello, se calculé la
ratio 260/280 nm como indicador del nivel de pureza y contaminacion de las muestras de
ARN. Para asegurarnos la replicacion de un Unico producto para cada gen, tuvimos en

cuenta valores situados en los estandares de 1,8-2,2.
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2.3.2 PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL (RT-gPCR)

A continuacion, se llevo a cabo la sintesis de ADN complementario (ADNCc) a partir de 1
ug de ARN mediante el uso de un termociclador y el método de trascripcion inversa, de
acuerdo a las indicaciones de Rivera P. & Cols. (166). Tras dicho proceso, se procedio a
almacenar el ADNc a -20 °C, y su posterior empleo en la ejecucion de las PCRs a tiempo

real.

A continuacion, la prueba de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizo en
un sistema de deteccion de PCR a tiempo real CFX96TM (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.
UU.). Este procedimiento consiste en una serie repetida de entre 35-40 ciclos
caracterizados por 3 fases de temperaturas diferentes, que permiten a la enzima ADN
polimerasa la sintesis de cadenas de ADN de interés, mediante el empleo de primers o
cebadores especificos del gen a medir (Ver tabla 4 donde se muestra los primers

empleados):

12 fase: Consiste en la desnaturalizacion de la cadena de ADN, dejando las hebras

complementarias separadas (95 °C).

2?2 fase: Los primers o cebadores especificos del gen a medir se acoplan a las hebras de
ADN desnaturalizado, delimitando el recorrido que la enzima ADN polimerasa empleara

para la amplificacion del gen de interés para el estudio (60 °C).

32 fase: La enzima ADN polimerasa empieza a producir una hebra complementaria a la
hebra original de ADN delimitada por los cebadores del gen. Este proceso se denomina

elongacion (70°C-80°C).

En esta ultima fase, la sonda TagMan y el fluorocromo FAM (ThermoFisher Scientific),

permiten detectar el incremento de hebras generadas en cada ciclo de la PCR a tiempo
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real, ya que, a mayor cantidad de ADNCc sintetizado, mayor es la cantidad de sefial

percibida.

Esta sefial es detectada por un termociclador, el cual establece un limite umbral en un
ciclo determinado, denominado Ct (Threshold time). Una vez llegado a dicho valor
umbral, se establece una proporcion inversa entre el ciclo Ct y la cantidad de ADNc, de
tal manera que a menor Ct, nos indicara que hay una mayor cantidad de ADNc inicial y,

como consecuencia, una mayor expresion del gen que queremos medir.

Con el fin de aumentar la validez interna de la muestra, medimos en la muestra un gen de
expresion constitutiva o gen de referencia que no experimentase alteraciones por las
condiciones del experimento. En este caso establecimos que el gen de referencia seria
Gapdh. A los valores de Ct de los genes de interés para el estudio se les restd el Ct de
dicho gen constitutivo, de tal forma que los valores de la expresion de ARNm de factores
inflamatorios se normalizaran en relacion con los valores de Ct de la expresion de ARNm

de Gapdh.

En este trabajo se analizaron los niveles de ARNm de los siguientes genes:

Cx3cll (fractalquina); Cxcl12/SDF1 (factor 1 derivado de células estromales);
Ccl2/MCP-1 (proteina quimioatrayente de monocitos-1); Tnfa (factor de necrosis
tumoral); 1174 (interleukina 1 Beta); 11-6 (Interleuquina 6); I1-4 (Interleuquina 4); 11-10
(Interleuquina 10); Tgfbl (factor de crecimiento transformante beta 1); Bdnf (factor
neurotrofico derivado del cerebro); TIrd4; y Gapdh (gliceraldehido-3 fosfato

deshidrogenasa).
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Tabla 4 En esta tabla podemos observar los primers de los genes a medir por técnica de PCR para la
realizacion del estudio.

GenBank accession Amplicon
Gene ID Assay ID
numbers length
CX3CL1 (Fractalkine) | NM _134455.1 Rn00593186 m1 | 74
CXCL12 (SDF1) NM_001033882.1 Rn00573260_m1 | 60
CCL2 (MCP-1) NM_031530.1 Rn00580555_m1 | 95
TNFa NM_012675.3 Rn01525859 g1 | 92
ILIB NM_031512.2 Rn00580432_m1 | 74
IL-6 NM_012589.2 Rn01410330_m1 | 121
IL-4 NM_201270.1 Rn01456866_m1 | 128
IL-10 NM_012854.2 Rn01483988 g1 | 105
TGFB1 NM_021578.2 Rn00572010_m1 | 65
BDNF NM_001270630.1 Rn02531967_s1 | 142
TLR4 NM_019178.1 Rn00569848 m1 | 127
Gapdh NM_017008.4 RN01775763 gl | 174
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2.4 ANALISIS MORFOMETRICO

En este estudio, utilizamos las muestras empleadas para la inmunohistoquimica de IBA-
1, se adquirieron imégenes individuales de células de la microglia con la finalidad de
Ilevar a cabo un proceso de anélisis de la morfologia de la célula microglial en las distintas
areas de interés para el estudio (PrL, Str, CAl, BLA) de los diferentes grupos

experimentales.

2.4.1 ADQUISICION DE LA IMAGEN

Se obtuvieron imagenes digitales en color de las regiones PrL, Str, CAl, BLA marcadas
mediante inmunohistoquimica de IBA-1 y DAB-Ni utilizando un microscopio Olympus
VS120. Las imagenes de alta resolucion (tamafio del pixel = 115 nm?), fueron obtenidas
mediante el objetivo 60X empleando un aceite de inmersion UPLSAPO, enfocando en

las areas de interés para este estudio.

lHustracién 7 Esquema de la seleccidn de células de la microglia con un objetivo 60X. En la imagen A,
vemos la imagen original del portaobjetos. En la imagen B, vemos una seleccion de células, a partir de la
cual, seleccionamos la célula que cumpla con los criterios de seleccion (Apartado 2.4.2 Procesamiento de
la imagen), a continuacién, escogemos una célula, Imagen C, y la procesamos (las tres imagenes
pertenecen al mismo objetivo de 60X).
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Un modo virtual-Z multiplano permitio capturar 20 imégenes (1 um de espesor) en 20

um de profundidad de la seccion de tejido seleccionada manualmente, que luego se

combinaron para obtener una Unica imagen de alta calidad que incluia un aumento

detallado de los procesos ramificados de las células (Ver llustracion 7 esquema de la

seleccion de células de la microglia en microscopio con objetivo 60X). Cada imagen fue

obtenida en formato de archivo TIFF de 96 ppp (puntos por pulgada) y contenia al menos

30 células.

2.4.2

PROCESAMIENTO DE LA IMAGEN

De estas imagenes se seleccionaron al azar células individuales, con el fin de delimitarlas,

de acuerdo a una serie de criterios expuestos a continuacion:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Criterio 1: Seleccion aleatoria de cuerpos celulares microgliales en areas de la
CPF correspondientes a la PrL.

Criterio 2: Seleccion aleatoria de cuerpos celulares microgliales desde el area mas
cercana al ventriculo lateral (LV) hacia el parénquima cerebral hasta una
profundidad de aproximadamente 100 um en la parte dorsal del estriado (Str).
Criterio 3: Seleccion aleatoria de cuerpos celulares microgliales en la BLA.
Criterio 4: Seleccion aleatoria de cuerpos celulares microgliales en todos los
estratos radiatum (SR) y lacunosum-moleculare (SL-M) de la region CAL del
hipocampo.

Criterios comunes <<sine gue non>> a los anteriores:

Cada una de las células seleccionadas no podian estar superpuestas a otras, o
aparecer en celdas vecinas a otras células sin superposicion con celdas vecinas.
El nacleo y las ramas o procesos celulares debian de estar integros y completos

en la imagen seleccionada.
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v" La seleccion de las células se realiz6 aleatoriamente independientemente de la

exposicion al alcohol y/o al tratamiento, siguiendo los criterios anteriores.

Se analizaron 50 células al azar (Ver llustracion 7 esquema de la seleccion de células de
la microglia con un objetivo 60X), seleccionadas de 6 animales por grupo experimental
(Ver apartado 2.2 Inmunohistoquimica) y region del cerebro (PrL, Str, CAly BLA). Se

evalué un total de 800 imé&genes (200 imagenes/region y 50 imagenes/grupo).

Cada imagen de celda individual (Ver llustracion 8 Procesamiento de la imagen digital
de la célula microglial) se procesé de manera sistematica utilizando el software gratuito
F1JI (Descarga gratuita disponible en http:/fiji.sc/Fiji): 1st), una aplicacion del software
ImagelJ. Después del procesamiento de imagenes de cada celda individual, obtuvimos una
“imagen llena” (Fill) (llustracion 8-G) y su contraparte “forma perfilada” (Outline)
(Hustracion 8-H) en base a protocolos descritos anteriormente por miembros de nuestro

equipo de investigacion (165,166), y que se describen a continuacion:
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llustracion 8 Procesamiento de la imagen digital de la célula microglial. De una Imagen seleccionada
aleatoriamente (Ver llustracion 7 esquema de la seleccion de células de la microglia con un objetivo 60X-
Imagen C), se elimina el ruido de la imagen (A, B) y se filtra el fondo para adquirir una imagen de
extraccion de forma (C). Seguidamente, se transforma a una escala de grises (D), para binarizarla (E)
empleando el mismo umbral en todas las imagenes. A partir de esta imagen, eliminamos el fondo y unimos
las ramificaciones para obtener un conjunto de pixeles continuo en la imagen de la celda (F). Para
concluir, recortamos la imagen y obtenemos la forma rellena de la célula (fill) (G) y su correspondiente
forma delineada (outline) (H), para su analisis morfométrico.
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Paso 1: Filtrar la imagen para suavizar el fondo y mejorar el contraste de la misma
(Ver llustracion 8 Ay B).

Paso 2: Transformar la imagen a una escala con 256 posibles valores de grises,
correspondientes a 8 bits de profundidad (Ver llustracion 8 By C).

Paso 3: Binarizar la imagen con la finalidad de obtener una version en blanco y negro
de la misma. Para ello, se tomé como valor umbral de dicha binarizacion 165, de
acuerdo a lo ya establecido en estudios previos de Fernandez Arjona & cols. (165)
(167) y Rivera & cols. (166) (Ver llustracién 8 C y D).

Paso 4: A partir de este paso, se procede a la edicion manual de cada imagen o célula
de forma individual, con la finalidad de que dicha imagen de celda esté constituida
por un conjunto Unico y continuo de pixeles: se procedid a eliminar algunos pixeles
para separar ramificaciones de los procesos celulares que ocupaban celdas vecinas, a
la par que se afiadieron algunos pixeles con el fin de unir procesos pertenecientes a la
misma célula. Este procedimiento se llevé a cabo fijandose cuidadosamente en la
imagen original de la celda (llustracion 8 A), a la misma vez que se editaba la imagen
binarizada, con el fin de evitar sesgos (Observar las diferencias entre las imagenes de
la llustracion 8 E y F).

Paso 5: Tras la edicion de la imagen, se procedid a recortarla para que el patron de la
célula estuviese en el centro de la misma. A continuacion, se procede a guardar dicha
imagen (fill) (Ver lustracién 8 F), para su posterior analisis (Ver llustracion 8 G y
H).

Paso 6: A partir de laimagen con el patron celular relleno (fill), se procesa para extraer
el mismo patrén celular de forma delineada (outline) (Ver llustracién 8 H), y guardar

dicha imagen para su posterior analisis.
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Una vez se procesaron las 800 células de forma individual, las iméagenes rellenas y

delineadas de dichas células se utilizaron posteriormente para el analisis morfométrico.

2.4.3 ANALISIS MORFOMETRICO DE LAS CELULAS MICROGLIALES
Las iméagenes rellenas (fill) y delineadas (outline) fueron procesadas para su analisis por
el software Fraclac para Imagel, disponible de forma gratuita en su pégina web
(Karperien A, FracLac for ImagelJ.

http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/fraclac/FLHelp/Introduction.htm. 1999-2013; ImageJ,

National Institutes of Health) (146). El anélisis de dichas imagenes se basaba en medir
las alteraciones morfologicas de las células microgliales en los cuatro grupos
experimentales del estudio, en base a los factores de alcohol y tratamiento con fluoxetina,
generando 15 pardmetros morfométricos, que describimos a continuacion (Ver

llustracion 9):

1. Dimension fractal (D): Un parametro introducido por Karperien & cols (146), hace

referencia a la complejidad que adquiere la célula, en las diferentes escalas en las que se
analiza. Ya Fernandez-Arjona & cols. (165) explicaron este pardmetro como el resultado
de la pendiente de una regresion lineal simple entre datos, de tal forma que, si la imagen
delineada es dividida en celdas, y estas a su vez en otras mas pequefias, de forma sucesiva,
vamos obteniendo unos valores como resultado de una escala o serie de potencias, dando
lugar a una pendiente resultante del promedio de las medidas realizadas, para cada
imagen. Este parametro ha demostrado ser muy util para la diferenciacion de estados
intermedios de activacion en células microgliales, desde formas redondeadas hasta ramas
0 procesos celulares altamente complejos.

2. Lacunaridad (4): Mide la heterogeneidad o invariancia traslacional y rotacional en una

forma. Valores bajos de 4 nos indican homogeneidad entre las diferentes partes de la

imagen de la célula analizada, mientras que una 4 con valores altos, nos indican que las
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diferentes cuadriculas en las que se divide la celda de la imagen, difieren entre ellas en la
distribucion de los pixeles y, por tanto, contener distribuciones diferentes entre si, por
tanto, indica una mayor heterogeneidad. El valor de 4 obtenido fue un coeficiente de
variacion expresado como densidad de pixeles por caja en funcion del tamafio de la caja.
Para evitar sesgos en los resultados de 4, se calcul6 la media de distribucion de masa por
escalas de series de potencia y también con doce ubicaciones de cuadricula (178).

Area celular (CA): se cuantifico como el nimero total de pixeles presentes en la forma

rellena (fill) de la imagen de la celda, que luego se transformé en micrémetros cuadrados
(4rea de pixel = 0,013 pm?).

Area del poligono convexo (CHA): corresponde al poligono convexo mas pequefio que

contiene la forma de la celda completa, y contiene todos los &ngulos interiores menores
de 180 °.

Densidad: es el resultado del cociente del area celular y el &rea del poligono convexo
(CAI/CHA).

Perimetro celular (CP): se mide en base a la forma de la imagen delineada (outline) como

el nimero de pixeles expresados en micras (donde el lado del pixel es de 0,115 pm).

Perimetro del poligono convexo (CHP): corresponde al contorno de la forma delineada

(outline) del poligono convexo, expresado en micras.
Rugosidad: es el resultado del cociente entre el perimetro celular (CP) y el perimetro del
poligono convexo (CHP) (CP/CHP).

Ratio de las medidas del poligono convexo (CHSR — Convex Hull Span Ratio): también

conocido como factor de forma, es el resultado del cociente entre el eje mayor y el eje
menor del poligono convexo (M/m).

Circularidad celular (CC): es el resultado del cociente entre 4n*CA 'y CP (4w x CA/ CP).

A valores mas cercanos a 1, mayor aspecto circular adquiere la forma de la célula.
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Circularidad del poligono convexo (CHCQC): es el resultado de calcular 47 x CHA / CHP.

Diametro del circulo delimitante (BCD): corresponde al diametro expresado en micras

(um) del circulo més pequefio que engloba al poligono convexo.

La méxima distancia que atraviesa el poligono convexo (MSACH): corresponde a la

distancia maxima entre dos puntos a través del poligono convexo.

La ratio entre el radio maximo y el radio minimo del poligono convexo (RCHR — The

ratio convex hull radii): es el resultado de dividir el radio més grande entre el radio méas

pequefio, tomando como punto de partida el centro del poligono convexo, hasta un punto
exterior.

El radio medio (Mean Radius): corresponde a la media de la longitud (um) de las medidas

del centro del poligono convexo a diferentes puntos exteriores a este.
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lHustracidn 9. 15 Parametros morfométricos empleados para el analisis de las imagenes correspondientes
a las células microgliales del experimento.
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3. ANALISIS ESTADISTICO

Las comparaciones de datos se llevaron a cabo utilizando el programa estadistico
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). Los datos sobre la
inmunorreactividad de IBA-1 y el resto de inmunohistoquimicas (Ver apartado 2.2
Inmunohistoquimica), el nimero de células IBA-1 + por area (mm?), los parametros
morfométricos de la microglia y la expresion relativa de ARNm de factores inflamatorios
se representaron como medias + error estandar de la media (SEM). La n indica el nimero

de animales (n = 6-7) o células registradas (n = 50) por grupo experimental.

- Se utilizd el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov para verificar la
distribucion gaussiana. La significacion estadistica para la inmunohistoquimica y
la morfologia microglial de IBA-1 se determiné mediante ANOVA de 2 vias con
la bebida (sacarina versus alcohol) y el tratamiento (vehiculo versus fluoxetina)
como factores principales. Se llevaron a cabo las pruebas post hoc de Tukey para
comparacion multiple cuando era apropiado.

- Lasignificacion estadistica para la expresion de ARNm se determind mediante la
prueba t de Student (comparaciones entre dos grupos) para datos no apareados.

- Para analizar si el cese del tratamiento con fluoxetina inducia cambios en la
asociacion entre los parametros, se realizé un analisis del modelo de correlacion

de Pearson y se calcularon los valores Rho (bondad de ajuste).

En todos los casos el nivel de significancia estadistica fue de P < 0,05.
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V. RESULTADOS
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RESULTADOS
1. EL CESE DEL TRATAMIENTO CON FLUOXETINA AUMENTA EL

AUTOCONSUMO DE ALCOHOL DURANTE LA REEXPOSICION

En las ratas que fueron tratadas con fluoxetina durante el periodo de privacion de
autoadministracion de alcohol, pudimos detectar un aumento significativo en la
autoadministracion semanal de alcohol durante el periodo de reexposicién al mismo (Ver
llustracion 10). El andlisis ANOVA indico un efecto general del tratamiento sobre la
autoadministracion de alcohol durante las tres semanas de reexposicion al mismo (Fi,72=
26,66; p<0,0001). Las ratas que fueron tratadas con fluoxetina experimentaron un
incremento en el consumo de alcohol durante la fase de reexposicién a este (analisis post
hoc: * p<0,05 frente a ratas expuestas a etanol tratadas con vehiculo). Cuando se introdujo
el periodo de “linea base” (datos iniciales de referencia de autoconsumo, antes de la
exposicion al tratamiento antidepresivo) en el analisis estadistico, observamos interaccion
entre el tiempo y el tratamiento (Fse = 3,56; p<0,02), indicandonos que el cese del
tratamiento con fluoxetina pudo modificar la autoadministracion de alcohol durante la
fase de reinstauracion del consumo, en comparacién con la autoadministracion de alcohol

en la “linea base”.
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llustracion 10 Representacion grafica del autoconsumo de alcohol durante
la reexposicion tras el cese del tratamiento con fluoxetina.

2. ANALISIS DE LA INMUNOHISTOQUIMICA IBA-1 EN AREAS DEL SISTEMA
DE RECOMPENSA

Para analizar los efectos del cese abrupto del tratamiento con fluoxetina durante la

abstinencia de etanol y el restablecimiento del autoconsumo de etanol en las células de la

microglia en las areas del sistema de recompensa del cerebro, cuantificamos el niUmero

de células IBA-1+y la inmunorreactividad (intensidad) de IBA-1 en la PFC, Str, BLA,y

las areas del HC CAl, CA3y giro dentado (DG, en inglés “Dentate Gyrus”).

2.1.EL CONSUMO DE ETANOL AUMENTA LA INMUNORREACTIVIDAD DE
IBA-1 EN EL CEREBRO

Observamos un efecto del autoconsumo de etanol sobre la inmunorreactividad de IBA-

1, en las regiones correspondientes a PFC (Fy20 = 12,13; p = 0,0027), Str (F1,20 = 29,88;

p <0,0001) y BLA (F120= 46,08; p <0,0001), mostrando una mayor intensidad tanto en

ratas expuestas a etanol (** / *** p <0,01 / 0,001 frente a ratas expuestas a sacarina) como

en ratas expuestas a etanol y tratadas con fluoxetina ($$$ p <0,001 frente a ratas expuestas
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a sacarina tratadas con fluoxetina, llustracion 11 A-1). Sin embargo, no observamos
cambios significativos en el nimero de células de IBA-1+ correspondientes a las regiones
mencionadas. Tampoco observamos efecto del tratamiento (fluoxetina) ni interaccion

entre la bebida y el tratamiento (ANOVA de 2 vias) en dichas regiones.

Observamos un efecto significativo general en el nimero de células IBA-1+
pertenecientes al HC (F1,20 = 15,03; p = 0,001), mas especificamente en el area DG (F1,20
= 154,4; p <0,0001), tanto en ratas expuestas a etanol (*** p <0,001 frente a ratas
expuestas a sacarina) como en ratas expuestas a etanol y tratadas con fluoxetina ($$$ p
<0,001 frente a ratas expuestas a sacarina tratadas con fluoxetina, llustracion 12). No
observamos efecto en los factores de estudio etanol, tratamiento con fluoxetina, ni
interaccion entre ambos factores (ANOVA de 2 vias) en CA1 ni CA3 en referencia al

ndmero de células IBA-1+.

El etanol ejercio un efecto notable de forma general sobre la inmunorreactividad de IBA-
1enel HC (F1,20=31,36; p <0,0001), tanto en el DG (F1.20 = 21,41; p <0,001), CA3 (F1.20

= 22,15; p <0,001) como CA1 (F1.20 = 32,67; p <0,0001).

El etanol, a su vez, aument6 la inmunorreactividad de IBA-1 en estas regiones del HC de
ratas expuestas a etanol (** / *** p <0,01 / 0,001 frente a ratas expuestas a sacarina) y
ratas expuestas a etanol con tratamiento fluoxetina ($ / $$ p<0,05 / 0,01 frente a ratas
expuestas a sacarina y tratadas con fluoxetina, llustracion 12). Respecto al factor
tratamiento y la interaccidn entre los factores etanol y tratamiento, no pudimos observar
ningun efecto de interés para el estudio en la zona del HC. Tal y como podemos apreciar
en las imagenes representativas correspondientes a la expresion inmunohistoquimica de
IBA-1y la densidad de la inmunorreactividad de las células IBA-1 + que se muestran en

la lustracion 12.
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llustracion 11 Resultados de la prueba de Inmunohistoquimica IBA-1 en las areas cerebrales corteza prefrontal (PrL),
estriado (Str) y Amigdala Basolateral (BLA). Los histogramas representan la Media £ SEM. Prueba de Tukey: * / ** /
*** p <0,05 /0,01 /0,001 frente al grupo de sacarina-vehiculo; $ / $$ / $$$ p <0,05 / 0,01 / 0,001 frente al grupo
sacarina-fluoxetina.

82



RESULTADOS

Giro Dentado CA3 CAl
~ N ~
E 250 xxx 555 E 250 £ 2%
~
T 200 T 200 + 200
-l - D
$ 150 ?l:n 150 < 150
E 100 E 100 : 100
= = 3
M | EE 2%
1) @ 9
b= “
* o0 T T °z o v v = ©° v
Sacarina Etanol Sacarina Etanol Sacarina Etanol
- i) -
D < .
= 110 o 110 = 110
= - * * o
E 108 e B 108 s 3 108 HKEXSS
= 106 5% é 106 2 106
o o
g 104 S 104 $ 104
= = =
il Sl 2 [
£ 100 . . E 100 - T £ 100 r .
= Sacarina Etanol - Sacarina Etanol = Sacarina Etanol
2 2 7 YT I G 5 L ot €
o VAl SRS S AT RE L | i :
3 < < 3 .t ‘*\' ~! > <
= e S . S T e e
~ e Ny T AT TR o R, o B TR A
= BT L g e e S
& , v it ¥R g y ot > -~
= - 3 i sy, P R N : Cor fp v 2 \3,} Ay
S| B oo o Ty R Ry
@ ‘ § Ok st SR o
# 3 * - : -
© i < e 0 = A e
= * ¥ N 7
° N e Vg 5 ey 7
x v - ] 3 a
§ 3 - 2 S 5 £ v ~ 2 ¥
o
& e PR o ¥ E TR, AR
- 35 &1 Sy > ¥ N \ ,,_‘ e by
s SR ¥ ST Ay
© ~ = SN x 3
L 5 . X ¥
o
=
K=
=
L
=
o°
c
©
S
w
<7 T 7 D e i T
© ip i RS Bl R Ny
S : w N AT Gorn A e T
3 SR = AN AL P PR
5 TS e SN PR O
)~ g X o Nk
2 | e i R WL e
_. 4 { ¥ ‘ ¥, " . A\ %™
g - » % ) e 2 ) %3 2
2 v 3\ < VR —~ »“ 5
w £ % ¥ -~ P 2 T !
9. \ e ¥ =

(|
|

Vehiculo
ﬂ [ Fluoxetina

Vehiculo
Fluoxetina

lHustracion 12 Resultados de la prueba de Inmunohistoquimica IBA-1 en el area cerebral del hipocampo (HC),
concretamente las areas correspondientes a giro dentado, CA1 Y CA3. Los histogramas representan la Media + SEM.

Prueba de Tukey: ** / *** p <0,05/ 0,01/ 0,001 frente al grupo de sacarina-vehiculo; $/ $$ / $$$ p <0,05/0,01 /0,001
frente al grupo sacarina-fluoxetina.
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3. ANALISIS MORFOMETRICO DE LA MICROGLIA (IBA-1)

Con el fin de realizar una evaluacion méas exhaustiva del comportamiento de las células
de la microglia en el SNC, mas concretamente en el sistema de recompensa, en este
modelo de recaida de autoconsumo de alcohol con tratamiento antidepresivo, llevamos a
cabo el analisis de 15 pardmetros morfométricos, mencionados en apartados anteriores,

en las cuatro regiones de interés: Hipocampo dorsal (CAL), PrL, Stry BLA.

3.1.EL CESE ABRUPTO DEL TRATAMIENTO CON FLUOXETINA PREVIO A LA
REINSTAURACION DEL AUTOCONSUMO DE ALCOHOL PRODUCE
CAMBIOS ESPECIFICOS EN LA MORFOLOGIA DE LAS CELULAS
MICROGLIALES EN FUNCION DE LA REGION DE ESTUDIO DEL SISTEMA
DE RECOMPENSA
Tras el andlisis de inmunohistoquimica para IBA-1 realizado en el apartado anterior, nos
propusimos analizar si los cambios ejercidos por el alcohol, traducidos en una mayor
inmunorreactividad de las diferentes areas de interés, podian estar asociados a
modificaciones fenotipicas y morfoldgicas de las células microgliales que expresan el
marcador IBA-1 en las regiones PrL, Str, BLA y CAl del HC. A su vez, se propuso
evaluar la posible influencia que genera el cese abrupto de la administracion del
antidepresivo fluoxetina (ISRS) en los cambios generados sobre la morfologia de las
células microgliales, y si este, a su vez, modifica el supuesto efecto producido por el

propio autoconsumo de alcohol (llustraciones 13,14 y 15).
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3.1.1. EFECTO DEL ETANOL EN LAS REGIONES DEL SISTEMA DE
RECOMPENSA

CORTEZA PRELIMBICA/PREFRONTAL

Apreciamos como el consumo de etanol generd efectos significativos en parametros
morfométricos de interés (frente a los grupos expuestos a sacarina), como son: la
dimension fractal (o complejidad espacial), la lacunaridad (heterogeneidad), la rugosidad
(referente a la superficies y ramificacion de los procesos celulares), el area y el perimetro
celular, y la circularidad celular en la células microgliales correspondientes a la PrL (F1,
106=4,88, p<0,03; F1, 16=12,1, p<0,001; F1, 106=8,15, p<0,01; F1, 106=7,27, p<0,01; Fy,

106=7,67, p<0,01; F1,196=9,42, p<0,01, respectivamente).
ESTRIADO

El area de estudio correspondiente al Str fue la més influenciada por el efecto del
autoconsumo de etanol (frente a los grupos expuestos al autoconsumo de sacarina), en la
gran mayoria de los parametros morfométricos de la microglia: la dimension fractal, el
area celular, el perimetro celular, la circularidad celular, el &rea del circulo convexo
(CHA), la densidad (hace referencia a cuan de acortados o concentrados se encuentran
los procesos celulares), el perimetro del circulo convexo (CHP), la rugosidad, la
circularidad del circulo convexo (CHC), el diametro del circulo limitante (BCD), la
extension maxima de un punto a otro a través del circulo convexo (MSACH) y el Radio
medio (MR) ( F1, 106=10,4, p<0,001; F1, 106=18,4, p<0,000; F1, 106=10,8, p<0,001; Fy,
196=11,1, p<0,001; F1, 106=5,00, p<0,03; F1, 106=8,77, p<0,003; F1, 106=5,84, p<0,02; Fy,
196=10,6, p<0,002; F1, 196=4,05, p<0,05; F1, 106=5,10, p<0,03; F1, 106=4,98, p<0,03; Fy,

196=5,63, p<0,02, respectivamente).
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AMIGDALA BASOLATERAL

En el &rea BLA, no observamos una destacada influencia del autoconsumo de etanol en
la morfologia de las células microgliales. Tan solo pudimos observar que los pardmetros
correspondientes a la lacunaridad y la densidad de dichas células se vieron afectadas (F,
106=3,75, p<0,05; F1, 196=8,52, p<0,004, respectivamente) pero no apreciamos efectos
significativos por el factor etanol en los parametros morfométricos restantes de dicha

region.

HIPOCAMPO DORSAL (AREA CA1)

En el HC, més concretamente el &rea de estudio CA1, observamos un efecto destacado
del autoconsumo de etanol en la mayoria de los pardmetros morfométricos: la dimension
fractal, el area celular, el perimetro celular, el area del circulo convexo (CHA), el
perimetro del circulo convexo (CHP), la rugosidad, el cociente de extension de los puntos
equidistantes del perimetro convexo (CHSR), el cociente entre el radio maximo y minimo
del perimetro convexo (RCHR), y el radio medio (MR) ( F1,196=6,10, p<0,02; F1,196=25,4,
p<0,000; F1, 196=21,2, p<0,000; F1, 196=11,6, p<0,001; F1, 106=6,96, p<0,01; F1, 196=9,41,
p<0,003; F1, 106=32,4, p<0,000; Fi1, 106=26,3, p<0,000: F1, 196=5,32, p<0,03,
respectivamente). No obstante, hubo pardmetros relevantes que no experimentaron
modificaciones por el efecto del factor etanol (la lacunaridad, densidad, circularidad
celular, circularidad del circulo convexo (CHC), diametro del circulo delimitador (BCD),

la extension maxima de un punto a otro a través del circulo convexo (MSACH)).
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3.1.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTIDEPRESIVO FLUOXETINA (ISRS) EN
LAS REGIONES DEL SISTEMA DE RECOMPENSA

CORTEZA PRELIMBICA/PREFRONTAL

Se observaron pardmetros morfométricos con efectos significativos en las células
microgliales de las ratas expuestas al tratamiento (frente a ratas expuestas al vehiculo) de
laPrL, asaber: el BCD, MSACH y el radio medio (MR) (F1, 196=6,10, p<0,05; F1, 106=6,16,
p<0,05; F1,106=4,36, p<0,05, respectivamente). El resto de parametros no experimentaron

modificaciones de relevancia significativa por la exposicion al factor tratamiento.
ESTRIADO

Se encontraron efectos significativos del tratamiento en parametros morfométricos
relevantes como la dimensién fractal, el perimetro celular, la circularidad de la célula, la
CHA, el CHP y la rugosidad de la microglia estriatal (F1, 196=5,75, p<0,02; F1, 196=4,19,
p<0,04; F1, 196=4,69, p<0,03; F1, 196=5,03, p<0,03; F1, 106=4,20, p<0,04; F1, 106=4,22,
p<0,04, respectivamente) frente a la microglia de las ratas correspondientes al grupo

sacarina vehiculo.

AMIGDALA BASOLATERAL

No encontramos efecto alguno del factor tratamiento en ninguno de los parametros

morfomeétricos de las células microgliales pertenecientes a la BLA.
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HIPOCAMPO DORSAL (AREA CA1)

Pudimos observar que los animales tratados con fluoxetina, presentaron modificaciones
relevantes de forma significativa a causa del efecto producido por dicho factor en: la
dimensién fractal, la circularidad celular (CC), la CHA, la densidad, el CHP, la
circularidad del poligono convexo (CHC), el BCD, el MSACH vy el radio medio (MR) (
F1,106=4,75, p<0,03; F1,196=11,2, p<0,001; F1, 106=6,54, p<0,02; F1, 106=5,38, p<0,03; F1,
196=6,76, p<0,02; F1, 106=34,4, p<0,000; F1, 196=6,96, p<0,01; F1, 196=6,74, p<0,02; F1,

196=7,59, p<0,007, respectivamente).

3.1.3. ANALISIS DE LA INTERACCION ENTRE LOS FACTORES ETANOL Y
TRATAMIENTO

Tras observar los cambios generados de manera independiente de los factores de estudio
(etanol y tratamiento), pudimos observar que hubo interaccion entre los factores en
determinados parametros, obteniendo los siguientes hallazgos en las regiones de interés

para el estudio:

CORTEZA PRELIMBICA/PREFRONTAL

En la PrL, Unicamente hallamos que hubo interaccion entre factores (etanol frente
tratamiento) en el pardmetro morfométrico rugosidad (F1,196=4,10, p<0,05). Este hallazgo
nos sugiere que los animales que fueron tratados con fluoxetina, y su cese abrupto seguido
de la reinstauracion del autoconsumo de etanol, potencia un aumento significativo de la
superficie de los procesos celulares y las ramificaciones de las células microgliales de

esta area.
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ESTRIADO

La interaccion entre factores de estudio se detectd Unicamente en el parametro de
circularidad celular (F1,106=4,25, p<0,04), sugiriéndonos que la fluoxetina ejerce un papel
determinante, y dependiente al autoconsumo de etanol, a la hora de disminuir la

proporcién entre el area y el perimetro celular de las células microgliales del Str.

AMIGDALA BASOLATERAL

En la BLA pudimos apreciar un leve efecto significativo de la interaccion entre los
factores de estudio (etanol y tratamiento) en los parametros perimetro celular (CP),
circularidad celular (CC), la CHA y el CHP (F1,106=3,13, p<0,07; F1,196=4,49, p<0,03;
F1,196=3,69, p<0,05; F1196=3,52, p<0,06, respectivamente). Aunque los datos puedan
mostrarnos ciertas modificaciones en parametros relacionados con la longitud espacial y
forma de las células microgliales en la BLA, no es una region que haya reflejado

resultados relevantes al respecto.

HIPOCAMPO DORSAL (AREA CA1)

En el area CAl del HC, pudimos observar interaccién en la dimensién fractal, la
lacunaridad y la densidad (Fi, 106=5,93, p<0,02; F1, 106=13,9, p<0,001; F1, 106=11,4,
p<0,01, respectivamente) de las células microgliales. En base a estos datos, pudimos
apreciar que la fluoxetina, como variable dependiente del alcohol, ejercia un rol
importante a la hora de disminuir la complejidad espacial de estas células y, a su vez,
incrementaba la heterogeneidad y variedad intercelular mediante el aumento de la
longitud de los procesos celulares y la tendencia a modificarlos, haciéndolos mas

estrechos y delgados y, por tanto, transformando el espacio que ocupa el area celular.
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3.1.4 ANALISIS DE LOS EFECTOS SIMPLES
Para facilitar la comprension de los resultados obtenidos en el estudio, respecto a los
efectos simples, iremos describiendo estos hallazgos en base a los parametros que

aparecen por orden en las lustraciones 13, 14y 15.

A. ANALISIS DE EFECTOS SIMPLES EN LA DIMENSION FRACTAL, LA
LACUNARIDAD, EL AREA, EL PERIMETRO Y LA CIRCULARIDAD
CELULAR

El pardmetro dimension fractal, referido a la complejidad espacial que adquiere la célula,

se vio aumentado a causa del etanol en el Str de los animales tratados con el vehiculo (*

p <0,05, llustracion 13 B), y en la Prl, Str, BLA y CA1 de los animales tratados con

fluoxetina ($/$ $ p <0,05/0,01, lustracioén 13 A-D). Los animales expuestos a sacarina

que previamente fueron tratados con fluoxetina, experimentaron un aumento de este

pardmetro en el Str mientras que disminuia en el area CA1 (* p <0,05, llustracién 13 B,

D).

En cuanto a la lacunaridad, que hace referencia a la heterogeneidad intercelular (medida
que indica como los patrones o fractales ocupan el espacio), el etanol disminuy6 dicho
parametro en el area CA1 de los animales tratados con vehiculo (* p <0,05, llustracion
13 H) yenlaPrLy el area CALl del hipocampo en las ratas tratadas con fluoxetina ($$ p
<0,01, Hustracion 13 E, H). En el caso de la fluoxetina, esta aumento la lacunaridad en
PrL y CA1 de los animales expuestos a sacarina (* / *** p <0,05/ 0,001, llustracién 13

E, H).

En relacién al area celular, que nos informa acerca del proceso de ramificacion y/o el
agrandamiento del soma celular, podemos observar un incremento con el etanol en el Str

y el area CA1 en los animales tratados con vehiculo (** / *** p <0,01/ 0,001, llustracion
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13 J, L), al igual que en PrL, Str, BLA y CA1 de los animales tratados con fluoxetina ($
/ $$/$3$$ p <0,05/0,01/0,001, Hustracion 13 I-L). En los animales expuestos a sacarina,
que fueron tratados previamente con fluoxetina, este pardmetro disminuy6 en la PrL y
aumento en el Str (* p <0,05, lHustracién 13 |, J). La fluoxetina produjo un aumento del
area celular microglial en el area CA1 hipocampal de las ratas expuestas a etanol (# p

<0,05, llustracion 13 L).

Con respecto al perimetro celular, podemos observar que el etanol incrementaba dicho
pardmetro en las areas CA1 hipocampal y Str de las ratas tratadas con vehiculo (* / ** p
<0,05/ 0,01, Hustracion 13 N, P). A su vez, el etanol también modifico el perimetro al
alza en la PrL y el area CALl hipocampal de los animales tratados con fluoxetina

($/$$$p<0,05/0,001, llustracion 13 M, P).

La Circularidad Celular (CC) experimentd una disminucion en las células microgliales
del Str en los animales tratados con vehiculo y expuestos a etanol (*** p <0,001,
llustracion 13 R), y en la PrL de los animales tratados con la fluoxetina y expuestos a
etanol ($$ p <0,01, llustracion 13 Q). Respecto a los animales tratados con fluoxetina y
expuestos a sacarina, la CC también se vio mermada en el a&rea CA1 hipocampal y Str (**
p <0,01, llustracién 13 R, T). No obstante, cabe destacar el efecto especifico que ejercid
la fluoxetina sobre la CC en el area CA1 hipocampal, viéndose esta disminuida en las

ratas expuestas a etanol (# p <0,05, llustracién 13 T).
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B. ANALISIS DE EFECTOS SIMPLES EN LA DENSIDAD, LA RUGOSIDAD, EL AREA
DEL POLIGONO CONVEXO, EL PERIMETRO DEL POLIGONO CONVEXO Y LA
CIRCULARIDAD DEL POLIGONO CONVEXO

El pardmetro morfométrico area del poligono convexo (CHA) se vio aumentado por el

etanol en los animales tratados con vehiculo, concretamente en las areas CA1 hipocampal

y Str (** p <0,01, llustracion 14 B, D). Este pardmetro también experimentd la misma

modificacion al alza en los animales expuestos a etanol y tratados con fluoxetina, en la

PrLy el &rea CAL ($ p <0,05, llustracion 14 A, D). En los animales expuestos a sacarina,

la fluoxetina hizo disminuir la CHA en la PrL y la BLA, pero hizo el efecto contrario en

el Stry el area CA1 hipocampal (* / ** p <0,05/ 0,01, llustracion 14 A-D).

Los animales expuestos al etanol y tratados con vehiculo experimentaron un aumento en
la densidad de las células microgliales pertenecientes a la BLA (** p <0,01, llustracion
14 G). También ocurrié el mismo fendmeno en los animales expuestos al etanol y tratados
con fluoxetina, en el Stry el a&rea CA1 ($/ $$ p <0,05/ 0,01, Ilustracion 14 F, H). Sin
embargo, en los animales expuestos a sacarina, la fluoxetina ejercid un rol especifico en
la reduccion de la densidad de las células de la microglia del area CA1 hipocampal (***

p <0,001, lustracion 14 H).

Acerca del CHP, el grupo de animales expuestos a etanol y tratados con vehiculo,
experimentaron un aumento de dicho pardmetro en la microglia del Str y el area CAl
hipocampal (* / ** p <0,05 / 0,01, llustracion 14 J, L). Este efecto también lo pudimos
observar en el grupo de animales tratados con fluoxetina y expuestos a etanol, mas
concretamente en la PrL ($ p <0,05, lHustracion 14 ). En cuanto al grupo de ratas tratadas
con fluoxetina y expuestas a sacarina, pudimos observar como el CHP tiende a disminuir
en las células pertenecientes a la PrL y la BLA (*p <0,05, llustracién 14 I, K), un efecto

curiosamente similar al descrito anteriormente en el parametro CHA (*p <0,05,
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llustracion 14 A, C). No obstante, la fluoxetina ejerci6 un efecto contrario en este mismo

grupo de animales, en el Stry el area CA1 (* / ** p <0,05/ 0,01, llustracion 14 J, L).

Con respecto a la rugosidad, pudimos apreciar un aumento de dicho parametro en las
areas correspondientes a Str y CA1 de los grupos de animales tratados con vehiculo y
expuestos a etanol (* / ** p <0,05 / 0,01, llustracion 14 N, P). Este resultado también lo
pudimos observar en las areas PrL, BLA y CA1 del grupo de animales expuestos a etanol
y tratados con fluoxetina ($/ $$ / $$$ p <0,05/0,01 /0,001, lHustracién 14 M, 0, P). Por
otra parte, cabe observar el aumento especifico que ejerce la fluoxetina en el parametro
rugosidad de las células de la microglia estriatal de los animales expuestos a sacarina (*

p <0,05, llustracion 14 N).

En el parametro circularidad del poligono convexo (CHC) podemos observar un aumento
debido a la fluoxetina tanto en la microglia de las regiones BLA y CA1 de las ratas
expuestas a etanol (# / ### p <0,05/ 0,001, llustracién 14 S, T), como en la microglia de
la region CAL correspondiente a las ratas expuestas a sacarina (* ** p <0,001, llustracion

14 7).
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C. ANALISIS DE EFECTOS SIMPLES EN LA RELACION DE EXTENSION DEL
POLIGONO CONVEXO (CHSR), EL DIAMETRO DEL CIRCULO LIMITANTE (BCD),
LA EXTENSION MAXIMA A TRAVES DEL POLIGONO CONVEXO (MSACH), EL
COCIENTE ENTRE EL RADIO MAXIMO Y EL RADIO MINIMO DE LOS CIRCULOS
LIMITANTES EXTERNO E INTERNO DEL POLIGONO CONVEXO (RCHR) Y EL
RADIO MEDIO.

El parametro CHSR se vio disminuido solamente en las células microgliales del area CA1

hipocampal de los animales expuestos a etanol, tanto en los tratados con vehiculo, como

en aquellos tratados con fluoxetina (*** / $$$ p <0,001, Ilustracion 15 D). Este parametro

no se vio alterado de forma significativa en el resto de areas de estudio o grupos de

animales.

En relacion al BCD, podemos observar como el etanol produce un aumento de dicho
parametro en la microglia del Str de las ratas tratadas con vehiculo (* / ** p <0,05 /0,01,
llustracion 15 F). Por otra parte, las ratas expuestas a sacarina y tratadas con el
antidepresivo fluoxetina, experimentaron una disminucion de este parametro en la region
PrL (*p<0,05, lustracion 15 E) y, de forma contraria, un aumento de éste en las células

microgliales de las regiones Stry CA1 (*p<0,05, Ilustracion 15 F, H).

Similar a los descrito en el parrafo anterior, el MSACH experimenta un aumento en el
grupo de animales expuestos a etanol y tratados con vehiculo (* / ** p <0,05 / 0,01,
llustracion 15 J). Ademas, es curioso como se repite el patron del parametro descrito
anteriormente en los mismos grupos y areas, experimentando una disminucion del
MSACH de la microglia en los animales expuestos a sacarina y tratados con fluoxetina
en PrL (* p <0,05, llustracion 15 1), y un aumento de este parametro en el Stry el CAl

hipocampal (* / ** p <0,05 /0,01, lustracion 15 J, L).
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Respecto al pardmetro RCHR, este experimenta una disminucion en la microglia
hipocampal de CA1 en los grupos de animales expuestos a etanol, tanto si fueron tratados
con fluoxetina como en los tratados con vehiculo (*** / $$ p <0,001 / 0,01, llustracion
15 P). Pudimos observar este mismo patron por parte de este parametro morfométrico en
la region BLA de los animales tratados con fluoxetina y expuestos a etanol ($ p <0,05,

llustracion 15 0).

Finalmente, el pardmetro morfométrico radio medio (MR), se vio afectado al alza en el
grupo de animales tratados con vehiculo y expuestos a etanol, en las regiones de estudio
Stry CA1 hipocampal (* / *** p <0,05 /0,001, lustracién 15 R, T). En la PrL, también
apreciamos dicho aumento en la microglia de los animales expuestos a etanol y tratados
con fluoxetina ($ p <0,05, lustracion 15 Q). No obstante, en las celulas microgliales de
los animales expuestos a sacarina, la fluoxetina ejercié una actividad en el MR de la PrL
a la baja, al contrario que en las regiones Str y CA1, donde el MR se ve aumentado (* p

<0,05, lustracion 15 Q, R, T).
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lHustracion 13 Efectos del cese del tratamiento con fluoxetina y el restablecimiento del consumo de etanol sobre los
parametros morfométricos: dimensidn fractal (A — D), lacunaridad (E — H), &rea celular (I — L), perimetro celular (M —P) y
circularidad celular (Q—T) en la microglia de la corteza prelimbica (PrL), el cuerpo estriado (Str), la amigdala basolateral
(BLA) y el &rea CA1 del hipocampo (HC). Los histogramas representan la media + SEM (n = 50 células por grupo
experimental). Prueba de Tukey: * / ** / *** p <0,05/ 0,01/ 0,001 frente al grupo de sacarina-vehiculo; $/ $$ / $$$ p <0,05 /
0,01 /0,001 frente al grupo sacarina-fluoxetina; # p <0,05 frente al grupo de etanol-vehiculo. Fuente adaptada de Aranda J &

cols. 2021.
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lustracion 14 Efectos del cese del tratamiento con fluoxetina y el restablecimiento del consumo de etanol sobre los parametros
morfométricos: area de CH (A — D), densidad (E — H), perimetro de CH (I — L), rugosidad (M — P) y circularidad de CH (Q -
T) en la microglia de la corteza prelimbica (PrL), el cuerpo estriado (Str), la amigdala basolateral (BLA) y el hipocampo (HC)
CAL. Los histogramas representan la media + SEM (n = 50 células por grupo experimental). Prueba de Tukey: * / ** [ *** p
<0,05 / 0,01 / 0,001 frente al grupo de vehiculo de sacarina; $ / $$ / $$$ p <0,05 / 0,01 / 0,001 frente al grupo sacarina-
fluoxetina; # / ### p <0,05 / 0,001 frente al grupo de etanol-vehiculo. Fuente adaptada de Aranda J & cols. 2021.
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lHustracién 15 Efectos del cese del tratamiento con fluoxetina y el restablecimiento del consumo de etanol en los parametros
morfométricos: Cociente de amplitud de CH (A — D), BCD (E — H), MSACH (I — L), RCHR (M — P) y el radio medio (Q—T) en
la microglia de la corteza prelimbica (PrL), el cuerpo estriado (Str), la amigdala basolateral (BLA) y el &rea CA1 del
hipocampo (HC). Los histogramas representan la media + SEM (n = 50 células por grupo experimental). Prueba de Tukey: *
[ ** [ *** n <0,05/0,01/0,001 frente al grupo de sacarina-vehiculo; $/ $$/ $$$ p <0.05/0.01 /0.001 frente al grupo
sacarina-fluoxetina. Fuente adaptada de Aranda J & cols. 2021.
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4. ANALISIS DE CORRELACION DE LA MORFOLOGIA MICROGLIAL Y LOS
CAMBIOS EJERCIDOS POR LA FLUOXETINA EN LOS PRINCIPALES
FACTORES INFLAMATORIOS Y TLR4 EN LAS REGIONES DEL SISTEMA DE
RECOMPENSA. CAMBIOS ESPECIFICOS EN FUNCION DE LA REGION

Tras los analisis correspondientes a la inmunorreactividad de IBA-1, y el anélisis

morfométrico de la microglia, pudimos observar que el alcohol indujo la mayoria de los

cambios producidos en la microglia, y el cese abrupto del tratamiento con fluoxetina
produjo cambios morfométricos de forma especifica en funcion de la region. Por ello, nos
propusimos evaluar si el autoconsumo de alcohol y/o cese del tratamiento con fluoxetina
producido de forma abrupta ejercié algin cambio en la expresion de ARNm de factores
inflamatorios, citocinas y quimiocinas, incluido TLR4, en las regiones del sistema de

recompensa de interés para el estudio (PrL, Str, BLA y el area CA1 del HC).

Ademas, nos propusimos evaluar si los cambios ejercidos sobre las caracteristicas
morfométricas de las células microgliales podrian estar, de alguna manera, asociadas a
los efectos producidos en la expresion de factores inflamatorios inducidos por la

fluoxetina.
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4.1. CAMBIOS EJERCIDOS POR LA FLUOXETINA EN FACTORES
INFLAMATORIOS DEL SISTEMA DE RECOMPENSA

En la PrL, pudimos observar que la fluoxetina redujo la expresion de ARNm de la

quimiocina CX3CL1, también denominada fractalquina, a la par que aumento la

expresion de ARNm de las citocinas IL1p e IL10, en aquellas ratas que fueron expuestas

a etanol (* p <0,05, llustracion 16 A).

Respecto al Str, pudimos apreciar solamente cambios en la expresion de ARNmM
correspondiente al TLR4, el cual se veia aumentado a causa de la fluoxetina, en las ratas

expuestas a etanol (* p <0,05, llustracién 16 B).

En la BLA, apreciamos que la fluoxetina redujo la expresion de ARNm de la quimiocina
CX3CL1 (como en la PrL), e intensifico la expresion de ARNm de la citocina

antiinflamatoria IL4, de las ratas expuestas a etanol (* p <0,05, llustracion 16 C).

El cese en el tratamiento con fluoxetina produjo cambios importantes en el HC. Se
observo una disminucion de la expresion de ARNm de la quimiocina CX3CL1 (al igual
que en PrL y BLA), y un aumento en la expresion de ARNm de la mayoria de las
quimiocinas y citocinas objeto de estudio: CXCL12, CCL2, IL1 B, IL6 e IL10. También
observamos que la fluoxetina intensificé la expresion de ARNm de BDNF y TLR4 en el
HC (* p <0,05, llustracion 16 D), factores que, a excepcion de TLR4 en el Str, solamente

experimentaron cambios en esta area, en los animales que fueron expuestos a etanol.
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5. ANALISIS DE CORRELACION ENTRE LOS PARAMETROS
MORFOMETRICOS DE LA MICROGLIA Y LA EXPRESION DE ARNm DE
FACTORES INFLAMATORIOS EN EL SISTEMA DE RECOMPENSA

Tras observar los cambios ejercidos en la morfologia celular de la microglia, y los efectos

ejercidos en la expresion de factores inflamatorios en el sistema de recompensa,

decidimos analizar si los pardmetros morfométricos de las células microgliales se
correlacionaban con las modificaciones ejercidas en la expresion de ARNm de los

factores inflamatorios inducidos por la fluoxetina.

En la PrL (llustracion 16-E), detectamos que la dimension fractal, referida a la
complejidad espacial que adquiere la célula microglial, se correlacionaba positivamente
con la expresion de ARNm de la citocina antiinflamatoria IL10 (R = 0,67; p <0,009), a la
par que se correlacionaba negativamente con la expresién de ARNm de la quimiocina
proinflamatoria CX3CL1 o fractalquina (R =-0,53; p <0,05) en los animales expuestos

al autoconsumo de alcohol que fueron tratados con fluoxetina.

En el Str, encontramos que el aumento ejercido por la fluoxetina en la expresion de
ARNmM de TLR4 se correlacionaba especificamente con los valores mas altos obtenidos
del parametro morfométrico dimension fractal de las células microgliales en dicha area

(R =0,64; p <0,05, lustracién 16-F)

A su vez, la dimensidn fractal se correlacioné con una mayor expresion de ARNm de la
citocina antiinflamatoria IL4 (R = 0,85; p = 0,0001), y una menor expresion de ARNm
de las quimiocinas fractalquina (R = -0,60; p <0,03) y CCL2 (R =- 0,65; p <0,02) en la
BLA de los animales expuestos a autoconsumo de alcohol que fueron tratados con

fluoxetina (llustracién 16-G).
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Para concluir, pudimos observar que el area celular se correlacioné de forma positiva con
los efectos de intensificacion ejercidos por la fluoxetina, traducidos en un aumento en la
expresion de ARNm de la mayoria de los factores inflamatorios analizados: CXCL12,
CCL2, IL1B, IL6, IL10 y TLR4 (R> 0,55; p <0,04). A su vez, este mismo parametro
correlacion6 negativamente con la disminucién en la expresion de ARNm de fractalquina

inducida por fluoxetina (R = -0,66; p <0,01), en el HC (llustracion 16-H).
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lustracion 16 Efectos del cese del tratamiento con fluoxetina en ratas con restablecimiento del consumo de etanol sobre la
expresién de ARNm de citocinas inflamatorias (Tnfo, IL1p, IL6, IL4, IL10, TGFf, BDNF), quimiocinas (Cx3cll, Cxcl12, Ccl2)
y TLR4 en la corteza prelimbica (A), cuerpo estriado (B), amigdala basolateral (C) e hipocampo dorsal (D). Los histogramas
representan la media + SEM (n = 7 ratas por grupo experimental). Prueba t de Student: * p <0,05 frente al grupo de vehiculo.
Analisis de correlacion entre factores inflamatorios y parametros morfométricos de microglia en la corteza preliminar (E),
estriado (F), amigdala basolateral (G) e hipocampo dorsal (H) cuando se enfrentaron ratas tratadas con vehiculo y ratas
tratadas con fluoxetina. Los graficos de dispersion (XY) representan las medias £ SEM. Las lineas trazadas entre los puntos
medios indican que la fluoxetina induce cambios correlativos significativos entre las dos variables representadas. Fuente
adaptada de Aranda J & cols. 2021.
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6. RESULTADOS PRELIMINARES DE LA INMUNOSHISTOQUIMICA DE
QUIMIOCINAS EN REGIONES DEL HIPOCAMPO Y CAMBIOS
INMUNOHISTOQUIMICOS EN LOS ASTROCITOS DEL CEREBRO -
FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Se llevo a cabo un andlisis preliminar de la expresion inmunohistoquimica en algunas

areas de interés del estudio, concretamente de los receptores de quimiocinas Ccl2/MCP-

1 (CCR2), fractalquina/Cx3cll (CX3CR1), y Cxcl12/SDF-1 (CXCR4) y del marcador

GFAP, para astrocitos y cuantificamos el nimero de células + para cada receptor y la

inmunorreactividad (intensidad).

Respecto a la expresion del receptor CCR2 en las areas mencionadas, no observamos
diferencias significativas entre los animales expuestos a fluoxetina frente a aquellos
expuestos a la sustancia vehiculo, en aquellas ratas consumidoras de alcohol (Ver

llustracion 17).

En relacién a la expresion del receptor CX3CR1 para fractalquina, observamos
diferencias significativas en la expresion de nimero de células/mm?en la region CA1 del
HC, viéndose reducidas en el grupo de animales tratados con fluoxetina frente a aquellos
tratados con vehiculo, en ratas consumidoras de etanol (P<0,05) (Ver llustracion 18-A).
A su vez, este resultado también coincide con la intensidad de la inmunorreactividad de
las células en dicha area (P<0,05) pertenecientes al mismo grupo de animales (ratas
consumidoras de alcohol tratadas con fluoxetina frente a ratas consumidoras de etanol y
tratadas con vehiculo (Ver llustracion 18-C)). En el area giro dentado del HC, también
observamos una disminucion estadisticamente significativa (P<0,05) en la
inmunorreactividad de las células que expresan el receptor CX3CR1 en animales
expuestos a etanol y fluoxetina frente a aquellos expuestos a etanol y vehiculo (Ver

llustracion 18-C). No observamos cambios relevantes en las &reas correspondientes a Str
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ni BLA ni en el nimero de células ni en la inmunorreactividad de la prueba para la

expresion de CX3CR1 (Ver llustracion 18- By D).

Observamos que la prueba inmunohistoquimica de la expresion del receptor CXCR4
obtuvo un mayor nimero de resultados en comparacion con el resto de receptores de
quimiocinas para este experimento. En relacion a las regiones del HC, pudimos observar
cémo en animales expuestos a etanol y fluoxetina, la regién correspondiente a CA3,
experimentd un aumento en el nimero de células/mm? (P<0,05), mientras que la region
CA1 disminuy6 de forma muy significativa (P<0,001) el nimero de células/ mm?, frente
a aquellos animales que consumieron etanol y fueron expuestos a vehiculo (Ver
llustracion 19-A). Sin embargo, al observar la inmunorreactividad de dicho receptor,
pudimos apreciar que el giro dentado disminuy6 su inmunorreactividad de forma
altamente significativa (P<0,001), mientras que esta area no experimento cambios en el
nimero de células/mm? al comparar las ratas expuestas a consumo de etanol y fluoxetina
frente a las expuestas a etanol y vehiculo (Ver llustracion 19-C). A su vez, a pesar de los
cambios producidos en el nimero de células/mm? de las areas CA3 y CAL, al observar
los cambios producidos en la inmunorreactividad de la expresion de CXCR4 en dichas
areas, el area CA3 experiment6 una disminucion de la misma en animales expuestos a
consumo de etanol y tratados con fluoxetina (P<0,05), mientras que el area CAl no

experimento cambios significativos en la inmunorreactividad (Ver llustracion 19-C).

En relacion a la region Str no observamos diferencias significativas en la expresion
inmunohistoquimica del receptor CXCR4 (ni en el nimero de células/mm? ni en la

inmunorreactividad) entre los grupos de estudio (Ver llustracion 19-B y D).

En la region correspondiente a la BLA pudimos observar como el nimero de células/mm?

disminuy6 de forma muy significativa (P<0,001) en animales consumidores de etanol y
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tratados con fluoxetina frente a aquellos que consumieron etanol y tratados con vehiculo
(Ver llustracion 19-B). Sin embargo, no observamos cambios significativos en la
inmunorreactividad de la expresion inmunohistoquimica del receptor CXCR4 en dicha

region (Ver llustracion 19-D).
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llustracion 17 Resultados preliminares de la expresion inmunohistoquimica del
receptor CCR2 en las areas giro dentado, CA3, CAL, estriado y amigdala basolateral
de cerebros de ratas expuestas al autoconsumo de alcohol. Los histogramas
representan la Media £ SEM. Test T de Student. (n=8 secciones*3regiones*4grupos;
n=96).
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lustracion 18 Resultados preliminares de la expresién inmunohistoquimica del
receptor de fractalquina/CX3CRL1 en las &reas giro dentado, CA3, CALl, estriado y
amigdala basolateral de cerebros de ratas expuestas al autoconsumo de alcohol. Los
histogramas representan la Media £ SEM. Test T de Student: *P<0,05. (h=8
secciones*3regiones*4grupos; n=96)
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llustracion 189 Resultados preliminares de la expresion inmunohistoquimica del
receptor CXCR4 en las areas giro dentado, CA3, CAl, estriado y amigdala
basolateralde cerebros de ratas expuestas al autoconsumo de alcohol. Los
histogramas representan la Media + SEM. Test T de Student: *P<0,05.; ***P<0,001.
(n=8 secciones*3regiones*4grupos; n=96).
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En los resultados preliminares de la expresion inmunnohistoquimica para GFAP
observamos un efecto del autoconsumo de etanol en todas las regiones hasta el momento
analizadas, tanto en el nimero de células /mm?: DG (F1,1s = 8,976; p = 0,0078); CA3 (F1.15
= 76,32; p < 0,0001), CAl (Fi1s = 17,16; p = 0,0006)(lustracion 20-E,G,I,
respectivamente) , Str (F1,18 = 37,15; p < 0,0001) (llustracion 20-A) y BLA (F1,18 = 124,7;
p < 0,0001)(lustracion 20-C); como en la inmunorreactividad (intensidad): DG (F1,18 =
19,69; p = 0,0003), CA3 (Fi18 = 40,18; p < 0,0001), CAl (F118 = 50,35; p <
0,0001)(llustracion  20-F,H,J, respectivamente), Str (Fiis = 49,64; p <
0,0001)(Hustracion 20-B) y BLA (F1,18 = 61,77; p < 0,0001)(llustracion 20-D) para
GFAP, en ratas expuestas a etanol (*/ ** / *** p<0,05 / p <0,01 / p<0,001 frente a ratas
expuestas a sacarina) como en ratas expuestas a etanol y tratadas con fluoxetina ($$/$$$
p<0,01/p <0,001 frente a ratas expuestas a sacarina tratadas con fluoxetina). También
pudimos observar un aumento tanto en el nimero de células /mm? como en la
inmunorreactividad en las regiones CAl del HC (llustracion 20-1 y J) y la BLA
(llustracion 20-C y D) en ratas expuestas a etanol y tratadas con fluoxetina (# / ## p<0,05

/ p<0,001) frente a ratas expuestas a consumo de etanol y vehiculo (llustracion 20 A-J).

También pudimos observar efecto del tratamiento antidepresivo fluoxetina en la
inmunorreactividad del area CA1 hipocampal (F1,18 = 4,141; p = 0,0569) (llustracion 20-
J), y en el nimero de células /mm2 del area CA3 hipocampal (F1,18 = 10,47; p = 0,0046)
(lustracion 20-G) y la BLA (Fy18 = 5,803; p = 0,0269) (llustracion 20-C) en ratas
expuestas a consumo de etanol y tratamiento antidepresivo frente a ratas expuestas a

consumo de sacarina y tratamiento antidepresivo ($ / $$ p<0,05 / p<0,01).

No observamos interaccion entre en consumo de etanol y el tratamiento de fluoxetina en

ninguna de las regiones analizadas.

108



RESULTADOS

O

Estriado % Amigdala Basolateral [ Vehiculo
NE 200 58 3 400 o M Fluoxetina
T ¥ 888
. o 300 ok
% 150 5
G 100 o 200
0
[ T
: e sl HE
T T L] .
5 Sacarina Etanol c Sacarina Etanol
+
B + D _
< 686 & 1 Vehiculo
5 100 s w 150 # M Fluoxetina
0 e 885
-] 80 T
3 3 100
o 40 B
e g 50
£ @ :
c 0 E 0
: T . T : T . T
£ Sacarina Etanol E Sacarina Etanol
c =
E G CAl O Vehiculo
o~ Giro Dentado “E CA3 $8% % MW Fluoxetina
£ 400 s
88 _
‘E 800 H . %
o 600 % 300 o
& = & 200 i
[ 400 - » [T
w 1] w
£ 200 3 100 E
S 0 2 0 . ]
e Sacarina Etanol € Sacarina Etanol T Sacarina Etanol
F + H CA3 _| CAl [ Vehiculo
+ .
1 Giro Dentado & 100 558 % M Fluoxetina
= 150 6 w150 i
o © 80 4 b §88
T L, 588 3 N o "
g 100 2 60 g2 100
> = =
g s 40 e
g 50 ] g 50
5 s X 5
c c c
F] 0 3 " 3 0
E Sacarina  Etanol LE= Sacarina Etanol £ Sacarina  Etanol

lHustracion 19 Resultados Preliminares de la prueba inmunohistoquimica GFAP en las areas cerebrales estudiadas en el
experimento en ratas expuestas al autoconsumo de alcohol. Los histogramas representan la Media + SEM. Prueba de Tukey:
* [ ** | *** n <0,05/0,01/0,001 frente al grupo de sacarina-vehiculo; $ / $$ / $$$ p <0,05 / 0,01 / 0,001 frente al grupo
sacarina-fluoxetina; # p <0,05 /## p <0,01 frente al grupo de etanol-vehiculo. (n=8 secciones*3regiones*4grupos; n=96).
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El trastorno por uso de alcohol (TUA) produce una serie de cambios en el sistema inmune
periférico y a nivel del SNC, provocando consecuentemente secuelas neuroinmunes
relacionadas con la alteracién en la expresion de genes y circuitos nerviosos involucrados
en los procesos de neuroinflamacion, estrechamente relacionados con la aparicion de
trastornos nerviosos como la depresion (179,180). Un elemento clave en la comprension
de este fendmeno reside en la actividad proinflamatoria que ejerce el alcohol a través de
la activacion directa de TLR4 en las células gliales, promoviendo la produccion de

mediadores inflamatorios y la muerte celular en el cerebro (106).

A pesar de las investigaciones llevadas a cabo durante las Gltimas décadas con respecto
al uso de farmacos antidepresivos, como los ISRS, en el trastorno de uso por sustancias
como el TUA, esta eleccion terapéutica sigue siendo un tema de debate (181). La premisa
acerca de las propiedades farmacologicas antiinflamatorias concedidas a los
antidepresivos ISRS ha fomentado su prescripcion de forma rutinaria en este tipo de
trastornos (81,182,183). Sin embargo, siguen existiendo discrepancias en relacion a las
caracteristicas antiinflamatorias y proinflamatorias que reune este grupo de terapias
farmacoldgicas, por ejemplo, en funcion de si existe un factor estresor y/o la forma de

administracion y tipo de consumo de la sustancia de abuso (81,182,183,184).

En este estudio nos propusimos evaluar los efectos inflamatorios producidos en la
morfologia de las células microgliales y el fenotipo reactivo de estas al restablecer el
consumo de alcohol durante tres semanas, en un modelo experimental basado en el
aumento de la ingesta de alcohol, derivado del cese abrupto del tratamiento con fluoxetina
(10 mg/kg/dia) durante el periodo de privacion de autoadministracion de alcohol (14

dias), en un modelo crénico de autoconsumo de alcohol en ratas Wistar. Los animales
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que no fueron expuestos a alcohol, fueron expuestos al autoconsumo de sacarina, y
recibieron el mismo patrén de tratamiento que los sujetos expuestos al consumo de

alcohol, siendo empleados como grupo control del experimento.

La IBA-1 es una proteina de unién especifica para el calcio de la microglia, que participa
en la remodelacion del citoesqueleto de la microglia y es inducida por procesos
inflamatorios. Su funcién principal consiste en la conversion de la morfologia de estas
células hacia un fenotipo reactivo y, por tanto, sirve como marcador inmunohistoquimico
del estado reactivo de la microglia (185). En los hallazgos obtenidos de nuestro estudio,
pudimos observar cdmo el restablecimiento del autoconsumo de alcohol increment6 la
inmunorreactividad cerebral para IBA-1 en todas las regiones del cerebro de interés

analizadas.

El aumento en la expresion inmunohistoquimica de IBA-1 producido por el alcohol en
las areas de estudio esta asociado con los cambios observados en la morfologia microglial,
un fendmeno que probablemente represente un estado activado de la microglia. En
relacién a este hallazgo, se observaron diferencias en los principales parametros
morfomeétricos de la microglia (dimension fractal, lacunaridad, densidad, rugosidad, area
celular, perimetro y circularidad) de forma especifica en cada region del cerebro estudiada
(Ver llustracion 21). El area CA1 del HC y el Str fueron las regiones de estudio en las
gue observamos que las células microgliales experimentaban una mayor variacion de su
morfologia en relacion a su complejidad espacial, el nimero de ramificaciones y la
superficie del perimetro celular. Estos datos revelan una caracterizacion de estado

ramificado de la microglia inducido por la reinstauracion del consumo de alcohol.

El cese del tratamiento con fluoxetina no obtuvo un efecto tan notable sobre la

inmunorreactividad de IBA-1, ni en los animales expuestos a alcohol ni en aquellos
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expuestos a sacarina. Sin embargo, a la hora de analizar los parametros morfol6gicos mas
sensibles a los cambios sutiles producidos en la microglia (dimension fractal, lacunaridad,
area celular, circularidad, densidad y rugosidad), pudimos observar como la interrupcién
del tratamiento generd un morfotipo de microglia hiperramificada de tipo reactivo en el

Stry el &rea CA1 del HC (Ver llustracion 21).

Concretamente, el area CA1 del HC experiment6 un aumento del area celular, por tanto,
un aumento de las ramificaciones y/o agrandamiento del soma, y una disminucién en la
circularidad celular (Ver llustracion 21). Esta serie de modificaciones morfoldgicas
podrian dar respuesta a los aumentos en la ingesta de alcohol que se gener6 tras la
interrupcion de la administracion de fluoxetina (84,174), apoyandonos en la supuesta
hipétesis de que la microglia en estado activado es un componente fundamental a la hora
de remodelar la sinapsis responsable de las conductas mejoradas de busqueda y/o
consumo de alcohol para reajustar los circuitos motivacionales y cognitivos involucrados
en la ingesta de alcohol. Sin embargo, es necesario un mayor nimero de investigaciones

al respecto para contrastarlo.

Existe evidencia acerca de los efectos que produce la exposicion al consumo de alcohol
en el proceso de activacion microglial en diferentes modelos animales, en funcion de
variables de gran relevancia, como son el tipo de consumo: crénico, intermitente y
compulsivo; el tiempo de consumo: dias, semanas y meses; y la edad de los animales:
roedores adultos y recién nacidos. Los resultados de estas investigaciones nos muestran
que la expresion génica o proteica del marcador microglial IBA-1 esta incrementada en
las areas del cerebro HC y corteza cerebral (174,186,187,188,189). De acuerdo a la
evidencia previa y en base a nuestros resultados, también podemos observar que este

aumento en la expresion inmunohistoquimica de IBA-1 se produce en la PrL, el Str, la
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BLA y el HC en ratas que fueron re-expuestas al consumo de alcohol tras un periodo de

abstinencia.

De acuerdo a estudios previos que emplearon modelos animales similares en relacion a
la exposicion del consumo de alcohol, los cambios producidos en la morfologia
microglial del cerebro (hipocampo, corteza, cuerpo calloso, cerebelo), como
consecuencia del consumo de alcohol, caracteriza a estas células con procesos celulares
cortos, gruesos y en poca cantidad, ademas de un soma de gran tamafio y forma irregular

(Ver llustracién 21) (187,188,190,191,192,193,194,195).

El estado natural de la microglia correspondiente a un cerebro sano varia en funcién de
la region cerebral y el tipo de sinapsis generado por una exposicion medioambiental
determinada. Sin embargo, se desconoce el funcionamiento exacto de los mecanismos
responsables de dichas diferencias morfoldgicas. La naturaleza activada de las células
microgliales en reposo, al estar en contacto continuo con las sinapsis de neuronas y otras
células del sistema nervioso central, se caracterizan por una gran cantidad de procesos
celulares delgados y ramificados, con movimientos dinamicos para comprobar el entorno

extracelular y poder asi identificar posibles dafios 0 amenazas (Ver llustracion 21) (100).

Por otra parte, cuando estas células reconocen la existencia de una amenaza ante sefiales
patoldgicas (como la liberacion de citocinas y radicales libres) producidas por patégenos,
dafio neuronal o inflamacién, adquieren un estado hiperramificado con multitud de
ramificaciones secundarias y una rapida capacidad de cambio en la longitud del proceso

y su reorientacion hacia la lesién reconocida (196).

Finalmente, cuando la microglia se encuentra en un estado de activacion completa, ésta

adquiere unos procesos cortos y aumenta el grosor de los mismos, ademéas de

114



DISCUSION

experimentar un aumento en el tamafio del soma, adquiriendo una apariencia ameboide

(197,198).

En esta investigacion, se llevé a cabo un andlisis cuantitativo minucioso de varios
pardmetros morfometricos capaces de discriminar hasta las minimas diferencias de las
diferentes modificaciones que experimentaban la morfologia de las células microgliales
en sus diferentes estados de activacion. Entre los pardmetros més destacables a la hora de
diferenciar dichos cambios, incluimos la complejidad espacial que adquirian las células
(dimension fractal), la heterogeneidad intercelular (lacunaridad), el éarea celular, el
perimetro y la circularidad, y el grosor y capacidad de retraccion (determinados por los
pardmetros de rugosidad y densidad) en los patrones de ramificacién de los procesos

microgliales (Ver llustracion 21).

Concretamente, pudimos observar que la dimensidn fractal nos proporciona informacion
muy atil, pero dificilmente de apreciar mediante otros parametros, en la morfologia
celular de la microglia (Ver llustracion 21), por ejemplo, en respuesta a una lesion difusa
o0 leve que produzca cambios minimos y dinamicos en las mismas (199). De hecho, al
tratarse de un sistema de reconocimiento del medio nervioso, es importante destacar que
los minimos cambios generados en la respuesta fenotipica y morfologica de estas células,
podrian ayudarnos a aumentar los conocimientos acerca del sistema inmune innato,
puesto que la minima expresion de cambio, podria generar una serie de respuestas, a la
larga, destacables en el comportamiento del SNC (100,197,198). De hecho, estudios
previos nos muestran como la microglia no es solo relevante en procesos de dafio o
amenaza en el cerebro, sino también en respuesta a las posibles modificaciones en la
sinapsis celular y la modulacion de ésta (196). De ahi nuestro interés por estudiar el
cambio que genera la actividad microglial en base a su respuesta con el medio cerebral,

puesto que se ha demostrado que el cambio generado a nivel morfolégico esta relacionado
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con un cambio en la funcion de las células cerebrales. En el supuesto caso de que se
genere un dafio, la célula microglial alarga los procesos celulares con el fin de reconocer
el cambio o dafio que se produce e incluso en situaciones de mayor gravedad, generar un
movimiento del soma celular y la liberacion de sustancias involucradas en la
neuroinflamacion, como las citocinas y las quimiocinas, las cuales, junto a los astrocitos,
ejercen un papel esencial en la modificacion morfoldgica microglial (Ver Ilustracion 17

y 21) (200,201).

En este estudio, el andlisis de la morfologia microglial nos mostr6 como el
restablecimiento del consumo de alcohol incrementd los valores relacionados con la
complejidad y el engrosamiento de los procesos microgliales de las regiones CA1 del HC
y el Str, a la par que reducia la heterogeneidad celular de las células microgliales (se
reducia el espacio existente entre los procesos celulares de las células y entre sus propias
ramificaciones) correspondientes a la PrL y la region CAL del HC, sugiriéndonos un

estado de la microglia activado (Ver llustracion 21).

Se conoce como la microglia activada guarda asociacién con una mayor expresion de
receptores inmunes innatos de tipo toll (pertenecientes a la familia de PPRSs) y la secrecion
de factores inflamatorios tanto neurotdxicos como neuroprotectores, de tal forma que las
sefializaciones producidas por estas moléculas promueven la proliferacion y migracion
de células neuroinmunes con la finalidad de crear una respuesta inmune especifica de

cada regién del cerebro (202,203,204).

Los receptores tipo toll activan cascadas de sefializacion que convergen en el NF-kB, un
factor de transcripcion nuclear en el sistema inmune innato que fomenta la produccion de
citocinas proinflamatorias, como las interleucinas IL1p, IL6, TNFa y TGFp. A su vez, la

microglia activada también ordena la sefializacion de factores antiinflamatorios como las
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interleucinas IL4, IL10 y BDNF, de tal forma que crean una red de sefializaciones
moduladoras ideales para la respuesta inflamatoria homeostatica ante un dafio, mediante

la eliminacidon de los patogenos o de las células apoptdticas (190,205).

Sin embargo, la exposicion al alcohol, y otras drogas, generan un estado de activacion
continua de la microglia, generando un desequilibrio en la produccién de citocinas
proinflamatorias y antiinflamatoiras y/o una continua y creciente produccion de citocinas
proinflamatorias que pueden contribuir a la generacion de estados patoldgicos, como el

TUA (202,206,207).

El consumo de drogas, como el alcohol, deriva en trastornos caracterizados por cambios
en la conducta y disfuncidn cognitiva del individuo, pero el mas prevalente en pacientes
con TUA, en cuanto a comorbilidad se refiere, es la depresion (208). Es por tanto de
especial relevancia destacar que, a nivel del SNC, tanto la hiperactivacion del sistema
neuroinmune como de los mecanismos en los que se encuentra involucrada la microglia,
en los procesos neuroinflamatorios producidos por el alcohol, desempefia una funcion
esencial en los trastornos de depresion mayor (209,210). De hecho, tanto en pacientes con
depresion mayor (209,211) como en modelos animales de depresion (212,213) la
expresion del marcador microglial IBA-1y de citocinas inflamatorias como IL1B, TNFa,
BDNF se encuentran reguladas positivamente. Por tanto, cabe pensar en la hipétesis del
control que puede ejercer el tratamiento con antidepresivos en el control de la
inflamacion, independientemente de que exista una supuesta asociacion entre la
existencia de inflamacion y la susceptibilidad de desarrollar depresion (113). Sin
embargo, varios estudios contrarrestan la posibilidad de dicha hipotesis, al demostrar que
los antidepresivos ISRS convencionales no responden a las inmunoterapias que
involucran el trastorno depresivo, ni tampoco ejercen efectos antiinflamatorios o

proinflamatorios (184,212,214,215,216,217). En base a esta premisa, existen estudios que
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plantean la hipétesis de que la interaccion entre los ISRS y la calidad de las condiciones
ambientales podrian justificar las variaciones en la disparidad de efectos que ejercen en

la respuesta inflamatoria el tratamiento con ISRS (182,183,218,219,220,221).

La eleccion de la fluoxetina como tratamiento de interés para este estudio se fundamenta
en que, frente al amplio margen de accidn terapéutica en los TUA, los antidepresivos del
tipo ISRS constituyen una estrategia farmacolégica contra la depresion justificando su
empleo en base a la restitucion de la sefializacion serotoninérgica, como se describe en el
estudio de Coupland & cols. (74). A pesar de que los farmacos antidepresivos, como la
fluoxetina o similares, son capaces de reducir los sintomas clinicos de la abstinencia
alcohodlica (hiperactividad, ansiedad, estado del &nimo negativo), todavia no han
mostrado tener la suficiente eficacia durante el consumo y recaida. Investigaciones
previas de nuestro grupo de investigacion (84,174), han demostrado como el cese abrupto
de fluoxetina produce una escalada en el consumo de alcohol en modelos experimentales

de autoconsumo (137).

Es de especial importancia destacar el andlisis preliminar realizado del marcador de
astrocitos GFAP, a la hora de entender determinados resultados obtenidos en este
experimento. En términos generales, pudimos observar como las regiones
correspondientes al HC (CA3 y CAl) y la BLA reaccionaban de forma particular en el
analisis inmunohistoquimico, tanto en el efecto que ejercio el factor alcohol como el
tratamiento antidepresivo (Ver llustracion 21). Se conoce como la BLA y sus conexiones
con el Str, estan estrechamente relacionadas con el comportamiento de bdsqueda de
recompensa en el consumo de sustancias adictivas, concretamente en el TUA
(84,174,222). A su vez, dado el creciente interés por el rol que desempefia el sistema
neuroinmune en los trastornos por uso de sustancias, y la homeostasis particular de los
astrocitos con las células microgliales, se ha llegado a postular como hipotética diana
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terapéutica dicho sistema neuroinmune, dada su conexion con los sistemas y circuitos
neuronales involucrados en el paradigma de la adiccion y la neuroinflamacion (sistema
glutamatérgico, gabaérgico, serotoninérgico, endocannabinoide, entre otros),
concretamente en procesos cronicos de dependencia. A su vez, los resultados obtenidos
en las areas hipocampales CA3 y CAL, principales nichos neurogénicos, y el
conocimiento generado en base a la actividad de las drogas de abuso en los cambios de
neuroplasticidad en el SNC, como el alcohol, nos sugieren un circuito de
retroalimentacion entre los astrocitos y las células microgliales, sefialando al sistema
neuroinmune como precursor de los cambios producidos a través de una produccion
desregularizada de citocinas y quimiocinas proinflamatorias y antiinflamatorias que
afectan a la neurogénesis y neuroplasticidad del cerebro (223,224). Estos resultados
preliminares, junto a las pruebas inmunohistoquimicas de los receptores de quimiocinas
CCR2, CXCR4 y CX3CR1 podrian servir de ejemplo de dicho proceso de
desregularizacién, generado por el consumo cronico y la recaida, probablemente
potenciados por el efecto que genera el tratamiento antidepresivo fluoxetina y su cese

abrupto, en las reas mencionadas.

De acuerdo a lo descrito, nuestros resultados sobre la morfologia microglial nos
mostraron como el cese del tratamiento con fluoxetina produjo cambios sutiles en los
principales pardmetros morfometricos, reflejados en una mayor complejidad espacial
(dimensién fractal) y una menor heterogeneidad entre células (lacunaridad) (Ver
llustracion 21). A su vez, también generé un mayor engrosamiento y una retraccion de
los procesos celulares (traducidos en los parametros de densidad y rugosidad),
principalmente en las regiones del Str y CAl del HC. En su conjunto, estas
modificaciones morfologicas podrian indicar un incremento en la ramificacion y la

complejidad de los procesos microgliales que estaria estrechamente asociado a la
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representacion de un estado reactivo hiperramificado de la microglia asociado al cese del
tratamiento con fluoxetina (Ver llustracion 21). Como consecuencia, esta reaccion podria
suponer un comportamiento microglial funcionalmente hiperactivo por parte de la
microglia inducido por la exposicion al ambiente nervioso generado por el consumo de

alcohol.

A su vez, este experimento también vislumbré como la recaida al consumo de alcohol
fomentaba un desequilibrio en la respuesta inflamatoria de los antidepresivos ISRS tras
su cese de administracion, que coincidia con un periodo de abstinencia alcohdlica. De
acuerdo a lo descrito, nuestros resultados indicaban como el cese del tratamiento con
fluoxetina en ratas que se les habia reestablecido el consumo de alcohol, se asociaba con
modificaciones en la expresion de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias, como
Tnfa, 1115, 116, 114, 1110, TgfpB, Bdnf. A su vez, también pudimos observar este tipo de
modificaciones en la expresion de quimiocinas como Cx3cll, Cxcl12 y Ccl2, y en la
expresion del gen correspondiente a TLR4, como en las pruebas inmunohistoquimicas de
los receptores de dichas quimiocinas (CX3CR1 y CXCR4), y del marcador de astrocitos
GFAP. Todas estas modificaciones en la expresion de factores proinflamatorios y
antiinflamatorios fueron, a su vez, establecidos de una forma especifica dependiente de
la regién del cerebro observada (Ver llustracion 17 y 21). Sin embargo, el HC fue la
region con la respuesta meuroinmune mas significativa. Esta misiva nos sugiere que al
tratarse de un area de especial relevancia en cuanto a su funcion como nicho de
neurogénesis, y su papel adaptativo a lo largo de la historia de la evolucion de las especies,
sin apenas modificaciones relevantes en su estructura, la convierte en una seccion del
cerebro con caracteristicas neuroplasticas especificas y, posiblemente, de especial

relevancia como diana de observacion y tratamiento debido a su sensibilidad frente a
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modificaciones generadas por procesos inflamatorios, como son los generados por las

sustancias de abuso, y especificamente en nuestro caso por el alcohol (222,223,224).

Nos resultd de especial interés cémo la expresion de ARNm de la quimiocina
proinflamatoria Cx3cl1 (fractalquina) se vio reducida en las regiones PrL, BLA y HC en
aquellas ratas expuestas al consumo crénico de alcohol, que experimentaron una
interrupcion abrupta del tratamiento con fluoxetina. De entre todas las quimiocinas, la
fractalquina (regulada por astrocitos en procesos cronicos de inflamacion) (225) y su
receptor CX3CRL1 (principalmente localizado en células microgliales y astrocitos) (226)
constituyen un sistema endogeno de accién antiinflamatoria en el SNC a la hora de
modificar ciertos estados de activacion de la microglia (166). Sin embargo, en un
escenario de inflamacion, como es el generado por el alcohol, si este sistema se encuentra
de alguna manera inhibido por la accion del tratamiento ISRS, podria sugerirnos que el
tratamiento antidepresivo esta produciendo un efecto secundario o colateral de supresion
de las barreras de defensa del propio SNC frente al dafio que se genera en este.
Paralelamente, pudimos apreciar en este mismo grupo experimental, como la expresion
de ARNm de TIr4 se incrementaba en el HC y el Str. Estos resultados nos hicieron
platearnos si los cambios generados por el tratamiento antidepresivo en los factores
inflamatorios y TLR4 podrian guardar relacion con las modificaciones morfologicas de

la microglia.

En el experimento observamos una expresion de ARNm alterada en la mayoria de los
factores inflamatorios que se correlaciona estrechamente con aumentos en el pardmetro
morfométrico dimension fractal (D), inducidos por el tratamiento fluoxetina. La
dimensién fractal es un parametro morfoldgico altamente sensible que nos representa la
ramificacidn secundaria y el reajuste de los procesos microgliales, que se traduce en la

complejidad espacial que adquiere la microglia (llustracion 14), una caracteristica
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funcional de la microglia activada que se observa ante un estado hiperramificado de la
misma (196). A su vez, de acuerdo a lo descrito en el parrafo anterior, pudimos observar
como la disminucion en los niveles de ARNm de Cx3cll, inducido por la fluoxetina, se
correlaciona con el pardmetro dimension fractal en PrL y BLA, y con el pardmetro area
celular de las células microgliales (que nos informa acerca de la actividad de ramificacion
del proceso microglial) en el HC de las ratas expuestas a etanol (Ver llustracion 21). Esta
asociacion inversa dada entre la expresion de Cx3cll y los parametros de complejidad
espacial y el area celular de la microglia concuerdan con la funcion de la sefializacion de
Cx3cll en la remodelacién de la sinapsis mediada por la microglia, recientemente
conocida por Gunner & Cols. (227) y su consecuente manifestacion en el comportamiento

cognitivo, el cual se ve mermado en ratones que adolecen del gen Cx3cl1 (228).

También pudimos observar como se correlacionaban el area de las células microgliales
con los aumentos en las quimiocinas Cxcll2 y Ccl2 y la mayoria de citocinas
inflamatorias 7/1f, 116, 1110 en el HC, aumentos generados por el tratamiento
antidepresivo fluoxetina. Ademas, en esta region también apreciamos como este
pardmetro morfométrico se correlacionaba positivamente con la expresion de ARNm de
Tlr4, como podemos observar en la llustraciones 17 y 21. También es de particular
importancia destacar la correlacion especifica dada entre los aumentos de ARNm
correspondientes a TIr4 en el Str, inducidos por la fluoxetina, y el aumento en el
parametro morfométrico dimension fractal (D). Estos datos respaldan resultados de
investigaciones anteriores que abordan la funcion que desempefian los receptores TLR4
en las interacciones entre neuronas y células microgliales, sobretodo en las conexiones

sinapticas establecidas por el consumo de alcohol (229).

Centrandonos en estos datos, y en relacion al comportamiento del consumo de alcohol

gue experimentan estos animales, cabe pensar en la casuistica que guardan los cambios
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en la morfologia y el fenotipo reactivo de la microglia (experimentados por la expresion
especifica del etanol de TLR4 y la consecuente sefializacion de factores inflamatorios y
quimioatrayentes), como factor clave a la hora de explicar el aumento en el consumo de
alcohol inducido por el tratamiento fluoxetina, tal y como describié nuestro equipo de
investigacion en publicaciones previas (84,174). Dada esta prometedora hipoétesis, es de
destacar la necesidad de un mayor nimero de investigaciones que abarquen el efecto que
ejercen los antidepresivos ISRS sobre la morfologia microglial en relacion a la
sefializacion inflamatoria mediada por el TLR4 en el HC, y su papel en la remodelacién
de los neurocircuitos, como elemento clave para la comprension del deterioro cognitivo

inducido por el consumo de alcohol a largo plazo.
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llustracion 20 Representacion esquematica que resume los principales efectos del cese del tratamiento con
fluoxetina y el restablecimiento del consumo de etanol sobre la morfologia microglial y su asociacion con el
fenotipo reactivo (respuesta inflamatoria) en cada region del cerebro analizada. El color verde representa la
existencia de correlacion positiva, mientras que el rojo representa una correlacién negativa.
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LIMITACIONES

Hay que destacar que en el presente estudio existieron algunas limitaciones. Por ejemplo,
al tratarse de una muestra caracterizada por ratas macho, los datos obtenidos de nuestro
estudio deberian extenderse a ratas hembra, con la finalidad de evaluar el dimorfismo
sexual de los efectos del incremento en el consumo de alcohol producido por el cese del
tratamiento antidepresivo fluoxetina. De acuerdo a este aspecto, también seria procedente
valorar las modificaciones producidas en la reactividad de las celulas microgliales en ratas

hembra.

A su vez, una limitacion del estudio fue no analizar la compulsividad con la que los
animales aprietan la palanca en el proceso de auto-adminsitracion de alcohol, para asi
determinar el rango de tiempo que tarda cada animal de cada grupo experimental en
iniciar el autoconsumo de alcohol durante la fase de recaida del experimento, en qué
sesion inician dicha reinstauracion y, dentro de cada sesion el tiempo de latencia previo

al autoconsumo de alcohol.

Dentro de las limitaciones, cabe destacar que al ejercer la fluoxetina un efecto
antiinflamatorio, y variar este fenémeno en funcién de la variable consumo de alcohol,
seria necesario verificar de forma mas exhaustiva los efectos de este tratamiento
antidepresivo mediante experimentos de diferentes dosis de autoconsumo de alcohol en
diferente graduacion y dosis, y asi poder identificar los posibles efectos que el tratamiento
puede ejercer a nivel comportamental y morfoestructural en funcién de la cantidad
ingerida de alcohol. A su vez, seria de especial interés llevar a cabo un estudio
comparativo de los diferentes tratamientos empleados, como el acamprosato, el
topiramato, el pexacerfont o la buprenorfina, entre otros, para la deshabituacion
alcohdlica en un modelo de auto-administracion cronica de etanol, y observar los cambios

ejercidos en la morfologia y el fenotipo del sistema neuroinmune del cerebro.
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Finalmente, debido a la evidencia contrastada en los ultimos afios que cuestiona la falta
de efecto de la sefializacion de TLR4 en el consumo de alcohol (230), es necesario
plantear un mayor cuerpo cientifico que evalie mecanismos diferentes involucrados en
las respuestas neuroinmunes y neuroinflamatorias, como por ejemplo el planteado por Ma
& Cols. (231) sobre la participacién de TLR4 en la regulacion de la sedacion inducida

por alcohol a través del sistema histaminérgico.
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VI. CONCLUSIONES
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1. El alcohol incrementd la inmunoreactividad del marcador microglial IBA-1 en

regiones del sistema corticolimbico en un modelo preclinico de auto-consumo
prolongado de alcohol, fase de abstinencia y recaida.

El cese abrupto del tratamiento antidepresivo fluoxetina, administrada durante la fase
de abstinencia, produjo un aumento en el auto-consumo de alcohol durante la recaida.
El cese del tratamiento con fluoxetina durante la abstinencia alcéholica no produjo
ningun efecto en la inmunorreactividad microglial IBA-1 en las regiones analizadas
del sistema corticolimbico en un modelo preclinico de auto-consumo prolongado de
alcohol, fase de abstinencia y recaida.

El cese del tratamiento con fluoxetina durante la abstinencia alcoholica produjo un
incremento en la inmunorreactividad del marcador astrocitico GFAP en el area CAl
del HC y un aumento en el nimero de astrocitos marcados con GFAP en el estriado
y la BLA.

El consumo de alcohol produjo cambios muy significativos en los pardmetros
morfométricos (D, rugosidad, CHA, CHP, CHC, RCHR y MR) de la microglia,
principalmente en el estriado y la region CA1 del HC, sugiriendo un estado reactivo
y ramificado de la microglia, con cierta polaridad celular, procesos celulares
reducidos y gruesos, soma compacto, rugoso y de menor tamario.

El cese del tratamiento con fluoxetina durante la abstinencia estuvo asociado a
cambios sutiles en los principales pardmetros morfométricos de la microglia,
reflejados en una mayor complejidad espacial (D) y una menor heterogeneidad entre
células (A), ademéas de un mayor engrosamiento y una retraccion de los procesos

celulares (densidad y rugosidad), principalmente en las regiones del Stry CA1 del
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HC, lo que sugirie un morfotipo hiperramificado y un estado hiperactivo de la
microglia.

El cese del tratamiento fluoxetina en animales con auto-consumo de alcohol redujo
los niveles de fractalquina (Cx3cll), una quimioquina de respuesta antiinflamatoria,
en las regiones PFC, BLA e HC (region CA1). Ademas, la sobreexpresion del receptor
TLR4 (Str y HC), activador a través del alcohol de mediadores inflamatorios, y el
incremento de los factores inflamatorios IL1p (PFC e HC), IL-4 (BLAy HC), Cxcl12,
Ccl2, IL-6 y BDNF sugiere un perfil fenotipico proinflamatorio de la microglia que
fue especifico en cada region.

El hipocampo dorsal fue la region cuya microglia manifesto la relacion mas evidente
entre el aumento de la complejidad espacial (D) de la microglia y los cambios de
expresion de numerosos factores inflamatorios, inducido por el cese del tratamiento
fluoxetina en animales con auto-consumo de alcohol. Ademas, el Str resultd ser una
region de especial relevancia en la correlacion entre un aumento de TLR4 y ciertas
modificaciones morfolégicas (rugosidad y CC) de la microglia.

Los resultados de este estudio preclinico sobre los efectos del cese abrupto del
tratamiento del antidepresivo fluoxetina durante la abstinencia en un modelo de auto-
consumo de alcohol abre la posibilidad de evaluar nuevas terapias anti-inflamatorias
dentro del plan terapéutico del Trastorno por Uso de Alcohol que permita reducir los
efectos degenerativos inflamatorios en pacientes TUA con comorbilidad depresiva.
Es necesario un mayor volumen de evidencia cientifica que contemple como objeto
el estudio clinico de pacientes con TUA y sintomas depresivos (primarios o
secundarios) para poder abordar de forma mas exhaustiva la eficacia del tratamiento

con antidepresivos y, particularmente, los ISRS.
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Tabla 5 Anexo. Interaccion y efectos del consumo de alcohol (sacarina frente etanol) y tratamiento (vehiculo frente
fluoxetina) en los parametros morfométricos de las células microgliales que expresan el marcador IBA-1.

Parametros ANOVA Corteza Prefrontal Estriado (Str) Amigdala Hipocampo Dorsal
Morfométricos De 2 vias (PrL) Basolateral (BLA) (Regién CAl)
Interaccion | ns ns ns ns
Dimensién Fractal (D) Etanol F1106=4,88; P<0,05 F1,106=5,69; P<0,02 ns F1106=10,2; P<0,002
Tratamiento | ns F1106=5,51; P<0,02 ns ns
Interaccion ns F1,106=19,3; P<0,000 ns F1106=4,51; P<0,05
Lacunaridad (A) Etanol F1106=12,1; P<0,001 F116=21,5; P<0,000 ns ns
Tratamiento | ns F1.106=26,3; P<0,000 ns ns
Interaccion ns F1,106=13,8; P<0,001 ns ns
Cell area (CA) Etanol F1106=7,27; P<0,01 ns ns F1106=25,4; P<0,000
Tratamiento | ns F1106=15,1; P<0,000 ns ns

Perimetro Celular (CP)

Interaccion
Etanol

ns
F1,196=7,67; P<0,01

F1,106=15,8; P<0,000
ns

F1,106=4,80; P=0,03
F1106=7,91; P<0,004

ns
ns

Tratamiento | ns ns ns F1106=5,14; P<0,05
. . Interaccion ns ns ns F1,106=3,98; P<0,05
(CC"CC;"a”dad Celvlar | Etanol Fi16=9.42: P<0,01 | ns F1106=52,2; P<0,000 | F1106=14,1: P<0.001
Tratamiento | ns F1106=14,8; P<0,001 ns ns
Area del  Poligono Interaccion | ns F1.106=27,2; P<0,000 ns ns
Convexo (CHA) Etanol ) ns F1.106=8,04; P<0,005 ns F1106=11,6; P<0,001
Tratamiento | ns F119=3,1; P<0,000 ns F1106=6,54; P<0,02
Interaccion ns F1106=11,1; P<0,001 ns F110=11,4; P<0,001
Densidad (d) Etanol ns F1106=29,8; P<0,000 F1106=8,60; P<0,004 | ns
Tratamiento | ns F1106=14,3; P<0,001 ns F1106=5,41; P<0,03
Perimetro del Poligono Interaccion | ns F1.10=28,2; P<0,000 ns ns
Convexo (CHP) Etanol ) ns F1.106=6,36; P=0,012 ns F1106=6,96; P<0,01
Tratamiento | ns F1106=30,7; P<0,000 ns F1106=6,76; P<0,02
Interaccion | Fy146=4,10; P<0,05 F1106=10,7; P<0,002 ns ns
Rugosidad (R) Etanol F1,196=8,15; P<0,01 F1‘195:17,5; P<0,000 F1‘195:33,4; P<0,000 F1‘196:9,41; P<0,003
Tratamiento | ns F1106=57,3; P<0,000 ns ns
Circularidad del | Interaccion ns ns ns ns
Poligono Convexo | Etanol ns F1,106=4,45; P<0,05 ns F1,106=34,3; P<0,000
(CHO) Tratamiento | ns ns ns ns
Relacion de Extension | Interaccion ns ns ns ns
del Poligono Convexo | Etanol ns ns ns F1106=32,4; P<0,000
(CHSR) Tratamiento | ns ns ns ns
Didmetro del Circulo IIEnteraccic')n ns F1.106=23,7; P<0,000 ns ns
Limitante (BCD) tanol ) ns B . ns . ns ns B .
Tratamiento F110=6,10; P<0,05 F1‘195—24,5, P<0,000 ns F1106=6,96; P<0,01
Extension Maxima a | Interaccion | ns F1106=23,1; P<0,000 ns ns
través del Poligono | Etanol ns ns ns ns
Convexo (MSACH) Tratamiento | F;14=6,16; P<0,05 F1.106=23,9; P<0,000 ns F1106=6,74; P<0,02
Cociente entre Radio
Max. y min. d_e los Interaccion | ns F1,106=7,81; P<0,006 ns ns
circulos limitantes B ! _ .
. Etanol ns F1,195—6,34, P<0,02 ns F11196—26,3, P<0,000
externo e interno  del Tratamiento | ns F1,106=11,6; P<0,001 ns ns
Poligono Convexo 1296725 T
(RCHR)
Interaccion | ns F1106=29,6; P<0,000 ns ns
Radio Medio (MR) Etanol ns F1106=8,92; P<0,004 ns F1106=5,32; P<0,05
Tratamiento F1106=4,36; P=0,05 F1166=30,4; P<0,000 ns F1106=7,59; P<0,01
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