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Resumen

La adolescencia es una ctapa de desarrollo critica durante la cual la
exposicion al estrés y al alcohol puede inducir alteraciones neurobiologicas
de larga duracién. El consumo de alcohol en atracén es especialmente
disruptivo para los circuitos corticoestriatales, sin embargo, atn se conoce
poco sobre hasta qué punto la historia previa de estrés modula estos efectos.
En este estudio investigamos cémo el estrés por inmovilizacién, ya sea
agudo o repetido, antes de la exposicién intermitente al alcohol durante
la adolescencia modula los cambios transcripcionales en el estriado dorsal
de ratas macho. Los animales fueron expuestos a una sesién tnica (agudo)
o0 a cinco dias consecutivos (repetido) de estrés por inmovilizacién entre los
dias posnatales (DPN) 32-36, seguido de cuatro semanas de administraciéon
intermitente intragastrica de etanol (3 g/kg) o solucién salina. En la
edad adulta se cuantifico la expresion de ARNm estriatal de genes
dopaminérgicos (Drd1, Drd2, Th), glutamatérgicos (Gls, Gis2, Gria2, Grin2a,
Grin2b), endocannabinoides (Cnrl, Cnr2, Napepld, Faah, Dagla, Daglh, Mgll),
neurotroficos (Bdnf, Ntk2) y gliales (Gfap, Aifl). La exposicion al alcohol
incrementd la expresion de genes asociados con la sintesis de glutamato
y la senalizaciéon de receptores, el metabolismo endocannabinoide y la
activacion astrocitica. El estrés agudo amplifico la expresion inducida por
alcohol de Gls, Gls2, Gria2, Napepld, Faah, Daglh, Nirk2 y Gfap, mientras que el
estrés repetido atenu6 estos efectos y aumentd selectivamente la expresion
de Drdl, Drd2, Grin2a y Bdnf La activacién microglial (4if1) se increment6
por el alcohol independientemente del estrés. Estos resultados sugieren que
el estrés agudo sensibiliza las vias glutamatérgicas y endocannabinoides
al alcohol, mientras que el estrés repetido activa mecanismos adaptativos
consistentes con la hipétesis de la inoculacion de estrés. En conjunto, el
historial de estrés determina de manera critica los resultados neurobiolégicos
de la exposicion al alcohol durante la adolescencia, con implicaciones para
la resiliencia y la vulnerabilidad a la psicopatologia inducida por alcohol.
Palabras clave: alcohol, estrés, adolescencia, estriado, glutamatérgico,
endocannabinoide

Abstract

Adolescence is a critical developmental window during which exposure to
stress and alcohol can induce long-lasting neurobiological alterations. Binge-
like alcohol consumption is particularly disruptive to corticostriatal circuits,
but the extent to which prior stress history modulates these effects remains
poorly understood. Here, we investigated how acute versus repeated
restraint stress before intermittent alcohol exposure during adolescence
shapes transcriptional changes in the dorsal striatum of male rats. Animals
were exposed either to a single (acute) or five-day (repeated) restraint stress
at postnatal day (PND) 32-36, followed by four weeks of intermittent
intragastric ethanol (3 g/kg) or saline administration. At adult age, striatal
mRNA expression of dopaminergic (DidI, Drd2, Th), glutamatergic (Gls,
Gis2, Gria2, Grin2a, Grin2b), endocannabinoid (Cnrl, Cnr2, Napepld, Faah,
Dagla, Daglh, Mgll), neurotrophic (Bdnf, Nirk2), and glial (Gfap, Aif) genes
was quantified. Alcohol exposure upregulated genes associated with
glutamate synthesis and receptor signaling, endocannabinoid metabolism,
and astrocytic activation. Acute stress amplified alcohol-induced expression
of Gls, Gls2, Gria2, Napepld, Faah, Daglh, Ntrk2, and Gfap, while repeated
stress blunted these effects and selectively enhanced Drd1, Drd2, Grin2a,
and Bdnf expression. Microglial activation (4if7) was increased by alcohol
independently of stress. These results suggest that acute stress sensitizes
glutamatergic and endocannabinoid pathways to alcohol, whereas repeated
stress engages adaptive mechanisms consistent with the stress inoculation
hypothesis. Overall, stress history critically determines the neurobiological
outcomes of adolescent alcohol exposure, with implications for resilience
and vulnerability to alcohol-induced psychopathology.
Keywords: alcohol, stress, adolescence, striatum,
endocannabinoid
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El historial previo de estrés modula los cambios transcripcionales inducidos por alcohol en la adolescencia
en las vias glutamatérgicas y endocannabinoides del estriado

a adolescencia es una ventana critica del desarro-
llo en la que influencias externas, como el estrés,
las drogas, las infecciones o los traumas, pueden
inducir consecuencias a largo plazo sobre la fun-
ci6n emocional y cognitiva. La intensidad y la secuencia
temporal de estas influencias son fundamentales, ya que pue-
den conducir a resultados que van desde una alteracion cog-
nitiva y emocional grave hasta fenotipos resilientes. Sin em-
bargo, los mecanismos involucrados en el fenotipo final del
desarrollo no se comprenden completamente. En el caso del
alcohol, un patrén de consumo muy extendido como es el
consumo en atracon (consumo repetido y de alta intensidad)
ha demostrado ser particularmente perjudicial. Los modelos
con roedores han demostrado que la exposicién al alcohol
durante la adolescencia produce déficits en la memoria de
reconocimiento, la flexibilidad cognitiva, un aumento de la
desinhibicién y resistencia al aprendizaje de extincién en la
edad adulta (Sanchez-Marin et al., 2022a; Sanchez-Marin
et al., 2017), a menudo asociados con conductas de tipo an-
sioso y depresivo. Los estudios de neuroimagen en humanos
vinculan el consumo excesivo de alcohol en la adolescencia
con alteraciones en la microestructura cortico-subcortical y
una conectividad funcional alterada en circuitos criticos para
la memoria y la recompensa, cambios que predicen un peor
control cognitivo y un mayor riesgo de trastornos por uso
de sustancias en el futuro (Huntley et al., 2020; Morris et
al., 2018). Los hallazgos en humanos y roedores convergen:
el consumo intermitente de alcohol en la adolescencia pro-
duce déficits persistentes en el aprendizaje de extinciéon de
la conducta de bisqueda de alcohol que perduran hasta la
edad adulta, comportamientos que se asemejan a problemas
reales de toma de decisiones en individuos con exposicién
temprana e intensa al alcohol (Gass et al., 2014). Estos datos
subrayan la importancia para la salud publica del consumo
en atracon durante la adolescencia y su capacidad de influir
en el desarrollo de psicopatologias en la edad adulta.
Numerosos estudios sitian al estriado dorsal, un nodo clave
para la seleccion de acciones y el aprendizaje de habitos, en el
centro de estos efectos duraderos del alcohol (Clabough et al.,
2021; O’Tousa y Grahame, 2014; Salinas et al., 2022; Vret-
tou et al., 2017; Wilcox et al., 2014). La exposicion al alcohol
durante la adolescencia altera los mecanismos de plasticidad
estriatal que sustentan el control flexible dirigido a objetivos,
lo que coincide con la tendencia observada en la edad adulta
hacia respuestas habituales tras la exposicion adolescente al
alcohol (Gass et al., 2014). A nivel sinaptico, un estudio previo
ha demostrado que el etanol crénico deteriora la depresion
a largo plazo (LPD) dependiente de mGlu2 en el estriado de
ratones de manera dependiente de la edad, proporcionando
un precedente mecanistico de como la exposicién durante
la adolescencia puede alterar la maduracién corticoestriatal
critica para el aprendizaje adaptativo (Johnson et al., 2020).
Trabajos previos también han mostrado que la exposicion al
alcohol durante la adolescencia puede remodelar las redes de

interneuronas estriatales y las redes perineuronales en la edad
adulta (Dannenhoffer et al., 2022), destacando sustratos espe-
cificos de tipo celular a través de los cuales las funciones del
estriado dorsal pueden reconfigurarse de manera duradera.
Estos hallazgos evidencian que la exposicion al alcohol duran-
te la adolescencia produce cambios perdurables en los circui-
tos estriatales, los cuales pueden servir como base mecanistica
para estudiar las interacciones entre estrés y alcohol.

Desde un punto de vista mecanistico, el alcohol durante
la adolescencia remodela multiples sistemas neuromodula-
dores en el estriado. Entre ellos, los sistemas de sefializaciéon
dopaminérgica, glutamatérgica y endocannabinoide (eCB)
son particularmente relevantes debido a su papel central en
la funcién estriatal y su sensibilidad tanto al alcohol como
al estrés. El sistema dopaminérgico experimenta una pro-
funda maduracién durante la adolescencia, modulando el
aprendizaje por refuerzo, la motivacion y la sensibilidad a
la recompensa (Hoops y Flores, 2017). La exposicién al al-
cohol durante este periodo altera de forma persistente la
transmision dopaminérgica, con respuestas potenciadas al
alcohol y sefalizacién basal atenuada dependiendo de la
subregién y el patrén de exposicion, lo que indica una senal
de refuerzo sensibilizada pero desregulada (Carrara-Nasci-
mento et al., 2020; Shnitko et al., 2016; Zandy et al., 2015).
Complementando estos efectos funcionales, la exposicion
al alcohol durante la adolescencia cambia la expresion de
genes colinérgicos y dopaminérgicos (Hauser et al., 2021)
y deja las interneuronas colinérgicas alteradas, asociadas a
déficits cognitivos (Galaj et al., 2019). De forma paralela, las
aferencias glutamatérgicas desde la corteza proporcionan el
principal impulso excitatorio a las neuronas estriatales. El
alcohol adolescente altera este sistema en multiples niveles,
incluyendo un aumento del glutamato extracelular durante
la sensibilizacién y una regulacion presinaptica y metabo-
tropica deteriorada, lo que socava la plasticidad corticoes-
triatal y la flexibilidad conductual (Carrara-Nascimento et
al., 2011; Johnson et al., 2020; Pascual et al., 2009). Final-
mente, el sistema eCB actia como un regulador clave de la
excitacion/inhibicion corticoestriatal y se ve afectado tanto
directamente por el alcohol intermitente durante la adoles-
cencia como indirectamente a través de interacciones es-
trés—alcohol (Sanchez-Marin et al., 2022a; Sanchez-Marin
et al., 2022b; Sanchez-Marin et al., 2020; Sanchez-Marin
et al., 2017). En conjunto, las alteraciones convergentes en
estos sistemas de neurotransmisién proporcionan un mar-
co coherente para entender como el consumo en atracoén
durante la adolescencia puede sesgar los circuitos estriata-
les dorsales hacia un comportamiento habitual e inflexible
en la edad adulta. Debido a que estos sistemas atn estan
madurando durante la adolescencia, el estrés y el alcohol
pueden interactuar para producir neuroadaptaciones dura-
deras que alteren la sensibilidad a la recompensa y aumen-
ten la vulnerabilidad a los trastornos por uso de sustancias.
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El estrés y el trauma durante la adolescencia pueden in-
fluir adicionalmente en los efectos del alcohol sobre la funcién
estriatal y el comportamiento adulto. Estudios preclinicos
indican que el impacto del estrés temprano en el comporta-
miento adulto depende de su intensidad, duracién, momen-
to de exposicion y previsibilidad, siendo frecuente que la ex-
posicion durante la adolescencia produzca resultados tanto
beneficiosos como perjudiciales en un patrén de respuesta
en forma de campana (Sandi y Pinelo-Nava, 2007). De ma-
nera consistente con el concepto de “inoculacién de estrés”,
el estrés repetido de leve a moderado durante la adolescencia
puede proteger frente a deterioros cognitivos inducidos por
traumas o la exposicion al alcohol (Chaby et al., 2020; Sircar,
2020). Originalmente descrita por Lyons y Parker (Lyons y
Parker, 2007), la inoculaciéon de estrés se refiere a un meca-
nismo conservado evolutivamente mediante el cual el estrés
moderado potencia la resiliencia, probablemente a través de
neuroplasticidad adaptativa (Lotan et al., 2018).

Estos efectos duales se ilustran con los hallazgos de que
el estrés en etapas tempranas de la vida y durante la adoles-
cencia aumenta la ingesta de alcohol y altera la sefializacién
¢CB. Por ¢jemplo, la separaciéon materna eleva el consumo
de alcohol y reduce los niveles de eCB en el estriado y la
corteza prefrontal (Favoretto et al., 2025; Portero-Tresserra
et al., 2018). En animales expuestos al alcohol en la adoles-
cencia, el estrés exacerba el afecto negativo y los déficits en
el procesamiento de la recompensa, junto con alteraciones
en CRF, monoaminas y glutamato, poniendo de relieve una
sinergia estrés—alcohol que altera los circuitos motivaciona-
les (Boutros et al., 2018; Van Waes et al., 2011). Al mismo
tiempo, la inoculacién de estrés mediante exposiciones repe-
tidas, controlables o moderadas puede promover resiliencia.
Asi, estudios previos han mostrado que el estrés repetido en
la mitad de la adolescencia atenta las consecuencias con-
ductuales, noradrenérgicas y epigenéticas del estrés severo
en la adultez temprana (Chaby et al., 2020), mientras que
manipulaciones ambientales, como la actividad en la rueda
durante la adolescencia, previenen la escalada del consumo
de alcohol inducida por estrés (Reguilon et al., 2025).

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la investiga-
ci6n en alcohol debe comparar explicitamente estrés agudo
y repetido durante la adolescencia para distinguir mecanis-
mos de vulnerabilidad frente a inoculacion, particularmen-
te dentro de los circuitos estriatales dorsales donde conver-
gen los sistemas de estrés, eCB, colinérgico, dopaminérgico
y glutamatérgico para moldear la seleccion de acciones y el
riesgo de adiccion a largo plazo. Aunque multiples regio-
nes cerebrales, como la corteza prefrontal, el hipocampo, la
amigdala y el nicleo accumbens, estan criticamente involu-
cradas en la respuesta al estrés y en conductas relacionadas
con la adiccion (Juliano et al., 2025), nos centramos en el
estriado dorsal debido a que la exposicién al alcohol en
la adolescencia produce adaptaciones robustas y duraderas
en esta region. Ademas, el estriado dorsal integra maltiples
sistemas neuromoduladores, proporcionando un marco

mecanistico adecuado para analizar transcripcionalmente
las interacciones estrés—alcohol. Por lo tanto, el presente
estudio se disefi6 para comparar los efectos del estrés inico
frente al repetido antes del consumo en atracon de alcohol
sobre un conjunto especifico de genes representativos de
las vias dopaminérgicas, glutamatérgicas y eCB, asi como
marcadores neurotroficos y gliales, seleccionados por su
relevancia establecida para la plasticidad estriatal induci-
da por estrés y alcohol en la adolescencia. Los marcado-
res neurotroficos, especificamente el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) y su receptor TrkB, fueron
incluidos dado su papel central en la plasticidad sinaptica
dependiente de la actividad y en las respuestas adaptativas
al estrés y alcohol durante la adolescencia (Binder y Schar-
fman, 2004; Logrip et al., 2015; Murakami et al., 2005).
Las alteraciones en esta via pueden influir en la funcién del
circuito estriatal a largo plazo y en los resultados conduc-
tuales, proporcionando un sustrato mecanistico para los
cambios inducidos por estrés y alcohol. En este estudio se
seleccionaron Gnicamente animales machos para reducir la
variabilidad relacionada con los efectos neuroprotectores
especificos del sexo de las hormonas ovaricas, que podrian
confundir la interpretacién de los cambios transcripciona-
les inducidos por estrés y alcohol. Aunque las adolescentes
también consumen alcohol en atracén, incluirlas en este
estudio inicial podria dificultar la interpretacién mecanisti-
ca; estudios futuros deberan incorporar ambos sexos para
evaluar posibles diferencias en vulnerabilidad y resiliencia.

Método

Animales y declaracién ética
Se utilizaron un total de 88 ratas Wistar macho (Charles
River Laboratories, Francia), con un peso de 75-100 g a su
llegada, distribuidas en dos protocolos experimentales in-
cluidos en este estudio. Las ratas fueron recibidas en el dia
postnatal (DPN) 21 y alojadas por parejas en un animalario
con humedad y temperatura controladas, bajo un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h (luces apagadas a las 19:00h). Du-
rante todo el estudio, se proporcionaron alimento estandar
en pellets y agua ad libitum. Todos los animales fueron acli-
matados a las condiciones de alojamiento durante varios
dias antes de iniciar cualquier procedimiento experimental.
El estudio fue disefiado y llevado a cabo de acuerdo con
la Directiva Europea 2010/63/EU para la proteccién de
los animales utilizados con fines cientificos, asi como con
la normativa espailola vigente (Real Decreto 53/2013 y
178/2004; Ley 32/2007 y 9/2003; Decreto 320/2010).
Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comi-
té¢ de Etica e Investigacion de la Universidad de Mélaga
(CEUMA) vy se ajustaron a las directrices ARRIVE (Ani-
mal Research: Reporting of In Vivo Experiments). Se
realizaron todos los esfuerzos posibles para minimizar el
sufrimiento animal y emplear el nimero minimo necesario
de animales.

ADICCIONES, 2025 - VOL. 37 N. 4

371



El historial previo de estrés modula los cambios transcripcionales inducidos por alcohol en la adolescencia
en las vias glutamatérgicas y endocannabinoides del estriado

Disefio experimental

El disefio experimental ha sido descrito previamente en dos
estudios independientes (Sanchez-Marin et al., 2022a; San-
chez-Marin et al., 2022b). Se utilizaron un total de 88 ratas
Wistar macho adolescentes divididas en dos cohortes expe-
rimentales. En ambas, los animales fueron asignados alea-
toriamente a condiciones de estrés o no estrés, y posterior-
mente subdivididos en grupos de tratamiento con alcohol
o solucién salina, dando lugar a seis subgrupos experimen-
tales principales: sin estrés + salino; estrés agudo + salino;
estrés repetido + salino; no estrés (control) + alcohol; estrés
agudo + alcohol; estrés repetido + alcohol.

Figura 1

Disefio experimental
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Nota. Para la exposicion a estrés agudo, la mitad de las ratas macho adoles-
centes (n = 24) fueron expuestas a 90 min de estrés por inmovilizacion el dia
postnatal (DPN) 28, mientras que la otra mitad permanecié sin manipular en su
jaula. Para el estrés repetido, la mitad de las ratas macho adolescentes (n = 20)
fueron expuestas a estrés por inmovilizaciéon durante 90 min diarios durante 5
dias consecutivos (DPN 32-36), y la otra mitad permanecié sin manipular. Tras
la exposicion al estrés, la mitad de los animales previamente sin manipular y

la mitad de los animales estresados en cada condicién de estrés (estrés Unico
vs. estrés repetido) fueron expuestos a 4 ciclos de administracién intragdstrica
de alcohol (3 g/kg). Cada ciclo consistié en 4 dias consecutivos de tratamiento
con alcohol seguidos de 3 dias de descanso. Los animales restantes recibieron
una solucién salina isovolumétrica siguiendo el mismo calendario. Los animales
fueron sacrificados 2 semanas después de la Ultima administracién de alcohol/
salino, y se recogieron muestras del estriado dorsal para el andlisis de la
expresion de ARNm. Este protocolo dio lugar a 6 subgrupos experimentales:
no estrés+salino, estrés agudo+salino, estrés repetido+salino, no estrés (con-
trol)+alcohol, estrés agudo+alcohol y estrés repetido+alcohol.

Exposicion al estrés

En la primera cohorte (n=48), las ratas fueron sometidas
a una unica sesiéon de estrés por inmovilizaciéon(90 min en
DPN28), mientras que en la segunda cohorte (n=40), el
estrés consistid en 5 sesiones diarias de 90 min cada una
(DPN32-36). Las ratas no expuestas a estrés en ambas co-
hortes permanecieron sin manipulacion.

Procedimiento de alcohol intermitente

Tal como se describi6 previamente (Sanchez-Marin et al.,
2022a; Sanchez-Marin et al., 2022b), las ratas de los grupos
de alcohol recibieron 3 g/kg de etanol (25% v/v en salino
mediante gavage intragastrico durante 4 dias consecutivos,
seguido de un periodo de 3 dias sin alcohol. Este ciclo se
repiti6 durante 4 semanas. Los grupos de salino recibieron
una solucién salina isovolumétrica siguiendo el mismo ca-
lendario. Todas las administraciones fueron realizadas por
personal investigador entrenado.

Obtencién de muestras y diseccién cerebral

Dos semanas después de la Gltima administraciéon de al-
cohol (DPN70-77), las ratas fueron anestesiadas con pen-
tobarbital sodico (50 mg/kg, 1.p.) para la obtencién del te-
jido cerebral. Los cerebros fueron extraidos rapidamente,
congelados inmediatamente en hielo seco y almacenados
a —80 °C hasta los analisis moleculares. Para la diseccion,
los cerebros congelados se colocaron en matrices de acero
inoxidable para cerebro de rata, y se obtuvieron secciones
coronales de 2 mm de grosor utilizando cuchillas. El estria-
do dorsal se disecciond bilateralmente usando un sacabo-
cados, guiandose por las referencias anatomicas del atlas
cerebral de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 1998).

Aislamiento de ARN y analisis por RT-qPCR
Se utilizé PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)
para medir los niveles relativos de expresion de ARNm de
genes seleccionados implicados en la senalizacion dopami-
nérgica, la transmision glutamatérgica, el metabolismo en-
docannabinoide, el soporte neurotréfico y marcadores neu-
roinflamatorios. Los genes analizados fueron: receptores de
dopamina D1 (Drd1) y D2 (Drd2); tirosina hidroxilasa (14);
subunidades de receptores de glutamato Gria2 (AMPA),
Grin2a y Grin2b (NMDA); isoformas de glutaminasa Gls y
Gls2; genes relacionados con el sistema endocannabinoide,
incluyendo los receptores cannabinoides CB, (Cnrl) y CB,
(Cnr2), monoacilglicerol lipasa (Mgll), diacilglicerol lipasa
alfa (Dagla) y beta (Daglb), N-acil fosfatidiletanolamina fos-
folipasa D (Napepld) y la amida hidrolasa de acidos grasos
(Faah); asi como el factor neurotroéfico derivado del cerebro
(Bdnf), su receptor TrkB (NMirk2), la proteina acida fibrilar
glial (Gfap) y el factor inflamatorio de aloinjerto 1 (A4if1).
El ARN total se extrajo del tejido cerebral diseccionado
utilizando el reactivo TRIzol (Gibco BRL Life Technolo-
gies, Baltimore, MD, EE. UU.), segin lo descrito previa-
mente (Sanchez-Marin et al., 2022a). Las reacciones de
RT-gPCR se realizaron en un sistema CFX Duet Real-Ti-
me PCR (Bio-Rad Laboratories, Hercules City, CA, EE.
UU.,) utilizando el formato de marcaje FAM de los TagMan
Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EE. UU.). Todos los valores de expresion se normaliza-
ron utilizando el gen de referencia 3-actina (Acth), que mos-
tro expresion estable entre los grupos experimentales. La
expresion génica relativa se calculé mediante el método 24—
AACGt, expresando los niveles de expresién en relacion con
el grupo control. Los cebadores y sondas TagMan fueron
seleccionadas a partir de secuencias validadas de ARNm de
rata del repositorio de Applied Biosystems (https://www.
thermofisher.com/order/genome-database/), y la informa-
ci6n detallada se encuentra en la Tabla Suplementaria S1.

Analisis estadistico
Todos los datos representados en graficos se expresan como
media £ SEM. La distribucion normal de los datos se evalud
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mediante la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov.
Las diferencias dentro y entre grupos se evaluaron mediante
un analisis de varianza de dos vias (ANOVA) [factores: f1 “es-
trés” (no estrés (control)/ estrés unico/estrés repetido) y f2 “al-
cohol” (salino (alcohol)]. La prueba de Tukey se utiliz6 como
analisis post hoc para comparaciones maltiples entre subgru-
pos cuando el ANOVA de dos vias reveld interaccion (f1 X {2).

Los valores estadisticos y grados de libertad se indican en
la descripcion de los resultados y se presentan en tablas dentro
de las figuras para facilitar la interpretacion. Se consider6 es-
tadisticamente significativo un valor de p<0,05. Todos los ana-
lisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism

version 5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).

Resultados

En el presente estudio evaluamos la expresion de genes se-
leccionados relacionados con la sefializaciéon dopaminérgi-
ca, la transmision glutamatérgica, la senalizacion e¢CB, el
soporte neurotréfico y marcadores gliales reactivos (neuro-
inflamatorios) en el estriado dorsal de ratas macho adultas
jovenes (DPN 70-77) previamente expuestas a estrés por
inmovilizacién (agudo o repetido) y posteriormente someti-
das a cuatro semanas de exposicion intermitente al alcohol
durante la adolescencia.

Efectos del estrés por inmovilizaciéon y del
alcohol intermitente sobre la expresion

de ARNm de genes de senalizacion
dopaminérgica en el estriado dorsal

En primer lugar, evaluamos los efectos del estrés y/o la ex-
posicion intermitente al alcohol durante la adolescencia so-
bre la expresion de ARNm de los receptores de dopamina

Figura 2

(Drdl y Drd?2), y de Th, la enzima limitante en la sintesis de
dopamina. EIl ANOVA revel6 un efecto principal significa-
tivo de “alcohol” y una interaccién significativa “estrés” X
“alcohol” sobre los niveles de ARNm de Drdl. El andlisis
post hoc para comparaciones multiples mostré que el alco-
hol aument6 los niveles de ARNm de este receptor en el sub-
grupo control+alcohol en comparacion con el subgrupo sin
estrés+salino ($<0,05), y en el subgrupo estrés repetido+al-
cohol comparado con control+salino (™$<0,001) y estrés
repetido+salino (*¥p<0,01). Notablemente, este efecto no
se observo en animales expuestos a estrés agudo, donde los
subgrupos tratados con salino o alcohol mostraron valores
similares (Figura 2A). Estos resultados indicaron que el estrés
agudo atenu6 el aumento inducido por el alcohol en Drdl,
mientras que el estrés repetido lo potencié. Para la expresion
de Drd2 (Figura 2B), el ANOVA mostré efectos principales
significativos de “alcohol” y “estrés”, asi como una interac-
cion significativa “estrés” X “alcohol”. El analisis post hoc
mostr6 que los niveles de ARNm de Drd2 aumentaron sig-
nificativamente en todos los subgrupos tratados con alcohol
en comparacion con los animales control+salino ("p<0,01
y ™$<0,001), excepto en el subgrupo estrés repetido+sali-
no, sugiriendo que el efecto del estrés agudo se atenud en
animales con estrés repetido y salino. Ademas, las ratas con
estrés repetido+alcohol mostraron un aumento significati-
vo en la expresion de ARNm de este receptor en compara-
cién con el subgrupo estrés repetido+salino (*$<0,01). En
contraste, la expresion de 7% no se vio afectada significati-
vamente por “estrés” o “alcohol”; aunque se observd una
tendencia no significativa hacia un aumento de la expresion
en los animales expuestos al alcohol, probablemente debido
a una variabilidad interindividual (Figura 2C).

Efectos diferenciales del estrés agudo y repetido previo sobre el impacto de la exposicion intensiva al alcohol durante la adolescencia
en la expresion de ARNm de genes de sefializacion dopaminérgica en el estriado dorsal de ratas adultas
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ESTRES F (2,63) = 2530 p=0,088 ESTRES F (2,62) = 4370 p=0,017 ESTRES F (2,57)=0,354 p=0,703
ALCOHOL F(1,63)=9483 | p=0,003 ALCOHOL F(1,62)=17,430 | p<0,001 ALCOHOL F (1,57)=2,848 p=0,097

Nota. Expresion relativa de ARNm de Drd1 (A); Drd2 (B); y Th (C). Las columnas representan la media + SEM (7-10 ratas/subgrupo). Las tablas situadas bajo
cada panel muestran los resultados del ANOVA de dos factores. Los valores p en negrita indican efectos principales significativos de los factores (“estrés”y “al-
cohol") o interaccién significativa (“estrés” x “alcohol”). *p<0,05, “p<0,01 y **p<0,001 indican diferencias significativas con respecto al subgrupo control+salino, y
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detecta una interaccién entre factores.
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El historial previo de estrés modula los cambios transcripcionales inducidos por alcohol en la adolescencia
en las vias glutamatérgicas y endocannabinoides del estriado

Efectos del estrés por inmovilizacion y del
alcohol intermitente sobre la expresion

de ARNm de genes de seinalizacion
glutamatérgica en el estriado dorsal

A continuacion, evaluamos los efectos del estrés y/o la ex-
posicion intermitente al alcohol durante la adolescencia
sobre la expresion de ARNm de los genes que codifican las
1soformas de glutaminasa Gls y Gls2, enzimas responsables
de convertir la glutamina en glutamato, un paso clave en la
neurotransmision excitatoria, asi como sobre la expresion
de las subunidades de los receptores de glutamato Gria2
(AMPA), GrinZ2a 'y Grin2b (NMDA).

Como se muestra en la Figura 3A, el analisis estadistico
revel6 un efecto principal significativo de “alcohol” sobre
la expresion de ARNm de Gis, asi como una interacciéon
significativa “estrés” X “alcohol”. El analisis post hoc mos-
tr6 un aumento significativo en los niveles de ARNm de Gis
en los subgrupos control+alcohol y estrés agudo+alcohol
en comparacién con los animales control+salino ($<0,05 y

Figura 3

sl

$<0,001, respectivamente). Ademas, los animales del sub-
grupo estrés agudo+alcohol mostraron niveles de Gis signi-
ficativamente mayores que estrés agudo+salino (*<0,01) y
estrés repetido+alcohol (¥9<0,05). Estos resultados sugieren
que, mientras que el alcohol aument? la disponibilidad de
glutamato, el estrés agudo amplificéd este efecto, y el estrés
repetido lo atenué. Para la expresion de Gis2 (Figura 3B), el
analisis estadistico también revel6 un efecto principal signi-
ficativo de “alcohol”, indicando un aumento inducido por
el alcohol en la disponibilidad de glutamato. El estrés por si
solo no alter¢ la expresion de Gis o Gis2. Para los receptores
AMPA (Figura 3C), el alcohol aument6 significativamente
la expresién de ARNm de la subunidad Gria2. Finalmente,
para los receptores NMDA (Figuras 3D y 3E), el ANOVA
mostré efectos principales significativos de “estrés” sobre
la expresion de ARNm de Grin2a y Grin2b. Los animales
estresados mostraron niveles mas altos de ARNm de estas
subunidades de receptores NMDA en comparacion con los
controles no estresados.

Efectos diferenciales del estrés agudo y repetido previo sobre el impacto de la exposicidn intensiva al alcohol durante la adolescencia
en la expresion de ARNm de genes de sefializacion glutamatérgica en el estriado dorsal de ratas adultas
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ESTRES F (2,63)= 0349 p=0,706 ESTRES F (2,65)=8357 p<0,001 ESTRES F (2,65)=4,791 p=0,012
ALCOHOL F (1,63)=16,360 | p<0,001 ALCOHOL F (1,65) = 0,704 p=0,405 ALCOHOL F (1,65)=2750 p=0,102

Nota. Expresién relativa de ARNm de GIs (A); GIs2 (B); Gria2 (C); Grin2A (D); y Grin2B (E). Las columnas representan la media + SEM (7-10 ratas/subgrupo).
Las tablas situadas bajo cada panel muestran los resultados del ANOVA de dos factores. Los valores p en negrita indican efectos principales significativos de
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los factores (“estrés” y “alcohol”) o interaccion significativa (“estrés” x “alcohol”). "p<0,05 y *"p<0,001 indican diferencias significativas con respecto al subgrupo
control+salino, **p<0,01 indica diferencias significativas con respecto al subgrupo estrés agudo+salino, y ¢p<0,05 indica diferencias significativas con respecto al
subgrupo estrés agudo-+alcohol utilizando pruebas post hoc para comparaciones mdultiples cuando se detecta una interaccion entre factores.
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Efectos del estrés por inmovilizacion y del
alcohol intermitente sobre la expresion

de ARNm de genes de seinalizacion
endocannabinoide en el estriado dorsal

Dado que la actividad del glutamato esta regulada por el
sistema eCB, el principal sistema de sefializacion retrogra-
da en las sinapsis glutamatérgicas, evaluamos los efectos del
estrés y/o la exposicion intermitente al alcohol durante la
adolescencia sobre la expresion de ARNm de genes que
codifican receptores y enzimas implicadas en la sintests, se-
nalizacién y degradacion de eCB.

Para la expresion de Cnri, el ANOVA revel6 un efecto
principal significativo de “estrés”, asi como una interaccion
significativa “estrés” X “alcohol” (Figura 4A). El analisis
post hoc mostr6 un aumento marcado en los niveles de
ARNm de Cnrl en las ratas estrés agudo+salino en com-
"p<0,001),
estrés agudo+talcohol (*<0,05) y estrés repetido+salino

paracién con los subgrupos control+salino (

(*$<0,01), sugiriendo que el estrés repetido contrarrest6 el

Figura 4

aumento observado tras el estrés agudo. Por el contrario,
no se encontraron efectos significativos de “estrés” o “alco-
hol” sobre la expresion de Crr2 (Figura 4B). En cuanto a las
enzimas relacionadas con las aciletanolamidas, el ANOVA
revel6 efectos principales significativos de “alcohol” y “es-
trés” sobre la expresion de Napepld (Figura 4C). Este efecto
fue atribuible al aumento inducido por el alcohol en la ex-
presion de esta enzima en los animales estresados. Especi-
ficamente, las ratas expuestas al alcohol mostraron niveles
de ARNm de Napepld mas altos que los animales tratados
con salino siendo el efecto més pronunciado en los ani-
males con estrés agudo. Para la expresion de Faah (Figura
4D), el ANOVA revel6 un efecto principal significativo de
“estrés”, con ratas estresadas mostrando niveles de ARNm
mas altos que los animales no estresados. Finalmente, para
las enzimas implicadas en el metabolismo de acilgliceroles,
Dagla (Figura 4E), Daglb (Figura 4F) y Mgl (Figura 4G), no
se observaron efectos principales significativos de “estrés”
o “alcohol”.

Efectos diferenciales del estrés agudo y repetido previo sobre el impacto de la exposicion intensiva al alcohol durante la adolescencia
en la expresion de ARNm de genes de sefializacion endocannabinoide en el estriado dorsal de ratas adultas
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El historial previo de estrés modula los cambios transcripcionales inducidos por alcohol en la adolescencia
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p<0,001 indica diferencias significativas con respecto al

subgrupo control+salino, #p<0,05 y *p<0,01 indican diferencias significativas con respecto al subgrupo estrés agudo+ salino utilizando pruebas post hoc para

comparaciones multiples cuando se detecta una interaccién entre factores.

Efectos del estrés por inmovilizaciéon y del
alcohol intermitente sobre la expresion de
ARNM de genes neurotréficos en el estriado
dorsal

A continuacién, evaluamos los efectos del estrés y/o la
exposicién intermitente al alcohol durante la adolescen-
cia sobre la expresion de ARNm de Bdnf'y de su receptor
Nirk2. Esta via neurotréfica representa una importante se-
flal molecular adaptativa en respuesta tanto al estrés como
al alcohol.

Figura 5

Como se muestra en la Figura 5A, el analisis estadistico
reveld efectos principales significativos de “estrés” sobre la
expresion de Bdnf. Las ratas estresadas mostraron niveles de
ARNm de Bdnf mas altos que los animales no estresados. En
cuanto a su receptor (Figura 5B), el ANOVA revel6 efectos
principales significativos de “alcohol” y “estrés”. Especifica-
mente, las ratas expuestas al alcohol mostraron niveles de
ARNm de Mrk2 mas altos que los animales tratados con
salino. Aunque el ANOVA también indic6 un efecto prin-
cipal del estrés, este efecto fue menos evidente visualmente,
probablemente debido a la variabilidad interindividual.

Efectos diferenciales del estrés agudo y repetido previo sobre el impacto de la exposicion intensiva al alcohol durante la adolescencia
en la expresion de ARNm de genes relacionados con factores neurotréficos en el estriado dorsal de ratas adultas
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Efectos del estrés por inmovilizacion y del
alcohol intermitente sobre marcadores
astrociticos y microgliales en el estriado dorsal
Finalmente, evaluamos los efectos del estrés y/o la exposi-
ci6n intermitente al alcohol durante la adolescencia sobre
la expresion de ARNm de Gfap y AifI, marcadores de astro-
citos y de microglia activada, respectivamente.

El ANOVA revel6 efectos principales significativos de
“estrés” y “alcohol”, asi como una interaccioén significati-
va “estrés” X “alcohol” sobre la expresion de Gfap (Figura
6A). El analisis post hoc mostré un aumento marcado en

Figura 6

los niveles de ARNm de Gfap en los subgrupos estrés agu-
do+alcohol y estrés repetido+alcohol en comparaciéon con
los animales control+salino (*$<0,001 y "»<0,05, respecti-
vamente). Ademas, las ratas del subgrupo estrés agudo+al-
cohol mostraron niveles de ARNm significativamente mas
altos que el subgrupo estrés agudo+salino (*4<0,01). Para
la microglia, el andlisis revel6 un efecto principal significa-
tivo de “alcohol” sobre la expresion de Aif7, independiente-
mente del estrés (Figura 6B). En todos los grupos, las ratas
expuestas al alcohol mostraron niveles mas altos de ARNm
de Aif1 que los animales tratados con salino.

Efectos diferenciales del estrés agudo y repetido previo sobre el impacto de la exposicidn intensiva al alcohol durante la adolescencia
en la expresion de ARNm de genes marcadores astrociticos y microgliales en el estriado dorsal de ratas adultas
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muestran los resultados del ANOVA de dos factores. Los valores p en negrita indican efectos principales significativos de los factores (“estrés” y “alcohol”) o
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interaccion significativa (“estrés” x “alcohol”).

p<0,001 indica diferencias significativas con respecto al subgrupo control+salino, y #p<0,01 indica diferencias

significativas con respecto al subgrupo estrés agudo+salino utilizando pruebas post hoc para comparaciones multiples cuando se detecta una interaccion

entre factores.

Discusion
El presente estudio confirma que el estrés previo durante la
adolescencia modula las consecuencias neurobiolégicas de la
exposicion al alcohol sobre la expresion de genes dopami-
nérgicos, glutamatérgicos, eCB, neurotréficos y gliales en el
estriado dorsal. Estas vias fueron seleccionadas debido a su
papel central en la plasticidad sinaptica estriatal, la regula-
ci6n del estrés y las neuroadaptaciones inducidas por el alco-
hol. En conjunto, proporcionan un marco mecanistico am-
plio para entender como el historial de estrés configura los
efectos del alcohol durante la adolescencia. Estos hallazgos se
suman a la evidencia previa de que los efectos del estrés ado-
lescente son altamente dependientes del contexto, variando
seguin el momento, la intensidad y la cronicidad (Sandi y Pi-
nelo-Nava, 2007). Es importante destacar que los resultados
observados aqui fueron claramente dependientes del tipo de
exposicion al estrés. El estrés agudo potenci6 la regulacion al
alza inducida por el alcohol de Gls, GIs2, Gria2, Napepld, Faah,

Daglb, Nuk2 y Gfap, mientras que el estrés repetido atenud es-
tos incrementos inducidos por el alcohol, potenciando selec-
tivamente la expresion de Drd1, Drd2, GrinZa'y Bdnf. Estos ha-
llazgos apoyan la idea de que la inoculaciéon de estrés durante
la adolescencia podria producir efectos protectores frente a
los danos inducidos por el abuso temprano de alcohol.

La exposicion al alcohol aumenté de forma significativa la
expresion de Drdl y Drd2 en el estriado dorsal en condicio-
nes de no estrés, pero este efecto desapareci6 en los animales
expuestos a estrés agudo. Por el contrario, el estrés repetido
no atenud esta respuesta, sino que potencié la regulacion al
alza de los genes de los receptores de dopamina inducida por
alcohol. Ademas de la interaccion con el alcohol, cabe sena-
lar que el estrés agudo por si solo increment6 la expresion de
Drdl y Drd2, mientras que el estrés repetido no lo hizo. Este
patrén sugiere que el estrés agudo aumenta transitoriamente
la disponibilidad de receptores dopaminérgicos que podria
facilitar respuestas conductuales adaptativas frente a desa-
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fios agudos pero que, si se activa repetidamente por el estrés
o la exposiciéon al alcohol, podria contribuir a procesos de
refuerzo maladaptativo. La ausencia de este efecto tras una
exposicion repetida al estrés puede reflejar mecanismos regu-
ladores adaptativos que limitan la sobreactivacion dopami-
nérgica tras exposiciones repetidas al estrés, consistente con
la evidencia de que el estrés cronico o repetido puede atenuar
la respuesta dopaminérgica (Baik, 2020). En conjunto, estos
resultados sugieren que el estrés agudo altera transitoriamen-
te las adaptaciones dopaminérgicas inducidas por el alcohol,
posiblemente activando mecanismos inhibitorios u homeos-
taticos a corto plazo, mientras que el estrés repetido facilita
una regulaciéon compensatoria al alza de los receptores de
dopamina. Este patron es coherente con la sensibilizacion
cruzada entre estrés y alcohol a nivel de las neuronas dopa-
minérgicas mesoestriatales (Cheng et al., 2018; Wilcox et al.,
2014). El aumento de la disponibilidad de receptores bajo
estrés repetido puede representar una adaptacion dirigida a
mantener el impulso motivacional, lo que, a su vez, podria
aumentar la vulnerabilidad a exposiciones posteriores a al-
cohol o estrés reforzando la sensibilizacion dopaminérgica.
En cuanto a las interacciones alcohol-glutamato, se
sabe que el alcohol altera fuertemente la sefializaciéon glu-
tamatérgica en los circuitos corticoestriatales, aumentando
la liberacion presinaptica de glutamato y alterando la ex-
presion de subunidades de receptores ionotrépicos, inclui-
dos los componentes AMPAR y NMDAR (Abrahao et al.,
2017). Estos cambios impulsan adaptaciones a largo pla-
zo vinculadas al refuerzo y a la basqueda de alcohol. El
aumento inducido por el alcohol en la expresion de Gis y
Gls2 observado en nuestro estudio es consistente con un
aumento de la sintesis de glutamato a través del ciclo gluta-
mina—glutamato, proporcionando el suministro excitador
necesario para sostener el consumo de alcohol en patrén
de atracon. El estrés agudo amplificé atn mas este efecto,
lo que probablemente refleja la facilitacién mediada por
glucocorticoides de la liberacion presinaptica de gluta-
mato y el aumento del trafico de receptores (Popoli et al.,
2011; Yuen et al., 2009). Por el contrario, el estrés repetido
atenu6 la induccién de Gls/Gls2 por el alcohol, un patron
consistente con una amortiguacién adaptativa del tono
glutamatérgico que puede representar una forma de meta-
plasticidad (Franklin et al., 2012). Este patréon se extendié
a los receptores ionotrépicos, ya que el alcohol incremento
significativamente los niveles de ARNm de Gria2 y el estrés
agudo potencid esta induccién. Sin embargo, observamos
una mayor expresion de GrinZa y Grin2b en los animales
estresados en comparacion con los controles no estresados,
lo que sugiere que el estrés, mas que el alcohol, modula la
expresion de subunidades de receptores NMDA en este pa-
radigma. En conjunto, estos resultados sugieren que los au-
mentos inducidos por el alcohol en la sintesis de glutamato
y en la expresion de receptores AMPA son potenciados por
el estrés agudo, pero atenuados por el estrés repetido, mien-

tras que el estrés por si mismo potencia selectivamente la
expresion de subunidades de receptores NMDA. Este pa-
tron puede reflejar una modulacion adaptativa de la trans-
mision excitatoria corticoestriatal dependiente del historial
de estrés.

Dado que la actividad glutamatérgica esta fuertemente
regulada por el sistema eCB, también examinamos genes
que codifican receptores cannabinoides y enzimas metabo6li-
cas. Los receptores CB, se expresan densamente en los ter-
minales glutamatérgicaos estriatales, donde los ¢CB como la
anandamida (AEA) y el 2-AG acttGan retrégradamente para
reducir la probabilidad de liberacién presinaptica y sostener
tanto la plasticidad a corto como a largo plazo (Katona y Fre-
und, 2012; Zou y Kumar, 2018). Nuestros datos mostraron
una expresion aumentada de Cnr! en los animales estrés agu-
do+salino en comparacién con los controles no estresados,
mientras que este efecto se atenud tanto por la exposiciéon al
alcohol como por el estrés repetido. Este aumento probable-
mente refleja un mecanismo compensatorio transitorio diri-
gido a restaurar el equilibrio homeostatico en la transmision
glutamatérgica. El estrés agudo incrementa la liberacién de
corticosterona, lo que potencia la actividad glutamatérgica en
los circuitos corticoestriatales y limbicos (Caudal et al., 2010;
Yuen et al., 2009). La elevada expresion de Cnrl puede, por
tanto, representar una respuesta adaptativa para contrarrestar
el impulso excitador inducido por el estrés facilitando la inhi-
bicién presinaptica mediada por eCB de la liberacion de glu-
tamato. Esta interpretacién coincide con evidencias previas
que muestran que el estrés agudo puede reducir los niveles de
AEA mediante un aumento de la actividad de FAAH (Mo-
rena et al., 2019), mientras que el estrés repetido a menudo
regula a la baja la funcién de los receptores CB, (Morena et
al., 2016). Asi, los hallazgos actuales refuerzan la idea de que
el sistema eCB muestra una adaptacion bifésica al estrés, con
activacion tras la exposicion aguda y supresion en condiciones
croénicas o repetidas, lo que puede influir de forma critica en
la resiliencia y vulnerabilidad durante la adolescencia. Por el
contrario, la expresion de Car, no mostré cambios significati-
vos, consistente con el papel predominante de los receptores
CB, en la regulacién de la transmision sinaptica estriatal (Lo-
vinger y Mathur, 2012). Ademas, en este estudio, la exposi-
ci6n al alcohol durante la adolescencia mediante gavage no
produjo cambios significativos en la expresion de ARNm de
los receptores cannabinoides en el estriado dorsal de animales
que no habian sido sometidos a estrés. Estos resultados difie-
ren de los observados previamente por nuestro grupo (San-
chez-Marin et al., 2017), donde la administracién intraperi-
toneal de alcohol, asociada a concentraciones de alcohol en
sangre cercanas a 200 mg/dL, provoc6 una reduccién de la
expresion de Cnrl en el estriado. Una posible explicacion de
esta discrepancia es que el protocolo de gavage utilizado en el
presente estudio generd niveles de alcohol en sangre mas bajos
(~133-140 mg/dL) y una absorcion sistémica mas lenta, lo
que podria no ser suficiente para inducir cambios detectables
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en la expresion génica. Ademas, el presente estudio analizo
especificamente el estriado dorsal, mientras que el estudio an-
terior evalu6 el estriado completo. Dada la heterogeneidad en
la expresion de receptores eCB entre subregiones estriatales y
en la sensibilidad al alcohol, estas diferencias metodolégicas
probablemente contribuyen a los resultados divergentes. En
cuanto a las enzimas implicadas en el metabolismo de ¢CB,
tanto el alcohol como el estrés influyeron significativamente en
la expresion de Napepld. La exposiciéon al alcohol incremento
los niveles de ARINm de esta enzima en animales estresados,
particularmente en aquellos sometidos a estrés agudo, indi-
cando un aumento en la sintesis de AEA en estas condiciones.
Igualmente, la expresion de Faah se increment6 por el estrés,
sugiriendo una mayor degradacion de AEA. La regulacion al
alza concurrente de Napepld y Faah implica una alta tasa de
recambio de AEA, que potencialmente genera un estado de
senalizaciéon eCB dinamico pero inestable durante el estrés
agudo y la exposicion al alcohol. Por el contrario, los genes
implicados en el metabolismo de 2-AG (Dagla, Daglh, Mgll) no
se vieron significativamente afectados ni por el estrés ni por el
alcohol. La ausencia de cambios importantes en estas enzimas
indica que la modulacién del sistema eCB por estrés y alco-
hol en el estriado dorsal se centra principalmente en la via de
AFEA mas que al metabolismo del 2-AG. Estas adaptaciones
moleculares pueden representar eventos tempranos que influ-
yen en la regulacién a largo plazo de los circuitos de estrés y
recompensa. Dirigir intervenciones a componentes especificos
del sistema eCB, como FAAH o NAPE-PLD, podria propor-
clonar estrategias para restaurar la homeostasis y aumentar la
resiliencia frente a los cambios neuroplasticos inducidos por el
estrés y el alcohol.

Tanto el estrés agudo como el repetido aumentaron la
expresion de Bdnf en el estriado dorsal, siendo niveles ligera-
mente superiores con estrés repetido. Ademas, el grupo estrés
repetido+alcohol mostré visualmente un mayor aumento,
sugiriendo una posible tendencia aditiva. Estas observacio-
nes indican que la exposicion al estrés puede impulsar au-
mentos adaptativos de Bdnf, resaltando un posible mecanis-
mo de resiliencia. La sefializacion BDNF-TrkB sostiene la
plasticidad sindptica y el remodelado estructural, facilitando
respuestas adaptativas a los desafios ambientales (Lotan et
al., 2018). El aumento de la expresién de BDNF se ha rela-
cionado con la inoculacion de estrés en modelos preclinicos
(Chaby et al., 2020; Sircar, 2020) y, en este contexto, puede
proteger contra la neurotoxicidad inducida por el alcohol.

Nuestros resultados también distinguen entre las respues-
tas microgliales y astrociticas al alcohol. La expresion de
Aifl se increment6 de forma significativa por el alcohol en
todos los grupos, consistente con la activacion directa de la
microglia por el alcohol via TLR4 (Alfonso-Loeches et al.,
2010). Estos resultados indican que la activacion microglial
en el estriado dorsal estuvo asociada principalmente a la ex-
posicion al alcohol mas que al estrés, sugiriendo que el estrés
por si solo no fue suficiente para alterar la expresion génica

microglial en estas condiciones. Por el contrario, la expre-
si6n de Gfap se vio incrementada en los grupos estrés agu-
do+alcohol y estrés repetido+alcohol en comparaciéon con
los controles sin estrés, con el mayor aumento en el grupo
estrés agudo+alcohol, lo que indica que la reactividad as-
trocitica inducida por el alcohol es mas sensible al historial
de estrés y puede ser atenuada por la inoculacion de estrés.

En conjunto, estos resultados sugieren un modelo unifica-
do de interaccién estrés—alcohol en la adolescencia. Bajo la
condicion estrés agudo+alcohol, la liberacion de glutamato
impulsada por glucocorticoides actia de forma sinérgica con
los efectos excitatorios del alcohol, aumentando la expresion
de Gis/Gls2 y potenciando Gria2. Al mismo tiempo, el au-
mento de Napepld v Faah intenta limitar la excitaciéon a través
de la senalizacion CB , mientras que las respuestas astrocitica
y microglial contribuyen a cascadas neuroinflamatorias. Por
el contrario, el estrés repetido+alcohol activa mecanismos
protectores de metaplasticidad: amortiguando la induccién
por alcohol de genes del metabolismo glutamatérgico y de
Napepld, tavoreciendo la subunidad Grin2a de los receptores
NMDA y aumentando Bdnf Estas adaptaciones reflejan la
moculacién de estrés, en la que el estrés repetido previo re-
configura los circuitos estriatales para amortiguar perturba-
ciones posteriores (Franklin et al., 2012). Aunque en este estu-
dio se examinaron multiples sistemas de senalizacion, nuestro
objetivo fue captar las adaptaciones moleculares coordinadas
que emergen de la interaccién estrés-alcohol, mas que aislar
una Unica via. Los sistemas dopaminérgico, glutamatérgico y
¢CB, junto con los mecanismos neurotroficos y gliales, forman
una red integrada que regula la respuesta al estrés, la recom-
pensa y la plasticidad sinaptica. Identificar como interactian
estas vias proporciona una comprension a nivel de sistema so-
bre resiliencia y vulnerabilidad. No obstante, nuestros resulta-
dos senalan dianas terapéuticas especificas que merecen una
exploraciéon maés profunda, en particular la modulaciéon del
metabolismo eCB y la sefializacion BDNF-TrkB, ambas apa-
rentemente capaces de amortiguar el impacto neurotoxico de
la exposicion al alcohol en la adolescencia. Las intervenciones
farmacolégicas dirigidas a estos mecanismos podrian repre-
sentar estrategias prometedoras para restaurar el equilibrio
corticoestriatal y promover la resiliencia al estrés.

Para situar estos hallazgos en un contexto mas amplio, es-
tos resultados en el estriado dorsal deben interpretarse junto
con nuestros estudios previos que examinan los efectos del
estrés y la exposicion al alcohol durante la adolescencia en
otras regiones cerebrales relacionadas con el estrés, como
el hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal medial
(Sanchez-Marin et al., 2022a; Sanchez-Marin et al., 2022b;
Verheul-Campos et al., 2025). En particular, estos estudios
muestran que el estrés agudo durante la adolescencia produ-
ce alteraciones duraderas en la senalizacién glutamatérgica
y eCB en la amigdala, que se ven ademas moduladas por
la exposicion concurrente al alcohol (Sanchez-Marin et al.,
2022b). Del mismo modo, el estrés repetido y la exposicion al
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alcohol en la adolescencia inducen cambios transcripcionales
y conductuales duraderos en el hipocampo y la corteza pre-
frontal medial (Sanchez-Marin et al., 2022; Verheul-Campos
etal., 2025). Junto con los hallazgos presentes, estos resultados
sugieren que el historial de estrés modula la neuroplasticidad
inducida por el alcohol en multiples nodos corticolimbicos y
estriatales, configurando vulnerabilidad o resiliencia en fun-
ci6n del patréon temporal y la intensidad de la exposicion al
estrés. Estudios futuros deberan ampliar estas investigaciones
para determinar si existen mecanismos similares en otras re-
giones sensibles al estrés, como el hipotalamo, y para carac-
terizar mejor el impacto del estrés agudo en estas estructuras
interconectadas. Este enfoque integrador ayudara a aclarar
como la experiencia de estrés reorganiza las redes neuronales
que median la psicopatologia relacionada con el alcohol.

Conclusion

Este estudio demuestra que las consecuencias neurobiolo-
gicas de la exposicion al alcohol durante la adolescencia
estan criticamente determinadas por el historial de estrés
previo. El estrés agudo sensibiliza los sistemas excitatorio
y endocannabinoide, exacerbando el impacto del alcohol
sobre las vias glutamatérgicas y astrociticas, mientras que
el estrés repetido atenda estos efectos y activa adaptaciones
dopaminérgicas y neurotroficas consistentes con la resilien-
cia. Estos hallazgos respaldan a nivel molecular a la hipdte-
sis de la inoculacién de estrés y resaltan la importancia de
considerar el historial de estrés al evaluar la vulnerabilidad
frente a la resiliencia al alcohol durante el desarrollo.

Limitaciones

Una limitaciéon clave es que solo se estudiaron animales ma-
chos. Dada la evidencia de que las hembras muestran una
resiliencia relativa frente a la neurotoxicidad inducida por el
alcohol debido a la neuroproteccion dependiente de esteroi-
des sexuales, la generalizacién de estos hallazgos es limitada.
Futuros estudios deberian incorporar ambos sexos y exami-
nar correlaciones conductuales, como la sensibilidad a la re-
compensa y la flexibilidad cognitiva, para relacionar mejor los
cambios transcripcionales con los resultados funcionales. Ade-
mas, aunque se cuantifico la expresion génica, es necesario
medir los niveles proteicos y realizar ensayos funcionales para
confirmar los efectos posteriores sobre la fisiologia sindptica.
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