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EDITORIAL
Enredados en la adiccion
Entangled in addiction

MARTA RODRIGUEZ-ARIAS™; MARTA TORRENS MELICH**.

* Unidad de investigacion Psicobiologfa de las Drogodependencias, Departamento de Psicobiologfa, Facultad de Psicologfa, Universitat de Valencia.

**Institut de Neuropsiquiatria i Addiccions, Parc de Salut Mar y Programa de Neurociencias, Grupo Investigacién en Adicciones, Instituto de Investigacion Hospital del Mar, Barcelona, Espafia.

Falculty of Medicine and life Sciences (MELIS), Universitat Pompeu Fabra, Barcelona, Espafia.

a adiccion es una enfermedad muy compleja que

requiere un abordaje multidisciplinar. Hace mas

de 20 afios investigadores del ambito de las adic-

clones, pero con diferentes perfiles de trabajo,
comenzamos a generar una red de trabajo conjunto que
consigui6 ser financiada desde el principio por el Instituto
de Salud Carlos I1I. Este proyecto sigue financiado y traba-
jando conjuntamente en la actualidad.

La RIAPAd o Red de Investigaciéon en Atencién Pri-
maria de las Adicciones (anteriormente RTA o Red de
Trastornos Adictivos) se encuentra formada en su tltima
edicién, por 19 grupos de investigacion distribuidos por 10
comunidades autbnomas de Espafia. Entre ellos destacan
numerosos grupos clinicos y basicos, pero también grupos
dedicados a la prevencion o la epidemiologia. La Red esta
viva y aunque algunos grupos nos mantenemos desde el
principio, otros se han fusionado o abandonado la red y
muchos grupos se han ido incorporado a lo largo de los
anos.

Desde este abordaje multidisciplinar, el objetivo de la
RIAPAd es mejorar la salud y el bienestar de las personas
y las familias afectadas por las adicciones. Desde cada uno
de nuestros ambitos de trabajo, todos los grupos aportamos
a este objetivo general.

Este volumen especial de la Revista Adicciones, sirve
como escaparate de algunos de los trabajos que realizamos
en la RIAPAD. Nos hemos centrado especialmente en los
estudios de caracter basico o preclinico porque queremos
presentar los aspectos menos conocidos de la investigaciéon
que realizamos. Uno de los grandes logros de la red ha
sido la capacidad de enredarnos y potenciar nuestras in-
vestigaciones gracias al trabajo colaborativo. La mayoria
de los grupos preclinicos desarrollamos numerosas colabo-
raciones entre nosotros, pero no nos quedamos aqui sino
que la Red también nos permite las colaboraciones entre
grupos basicos, clinicos y focalizados en la prevencion. La
traslacion de los resultados de la investigacion basica a los
especialistas que desde distintas perspectivas trabajan en
adicciones a los usuarios y a la sociedad en general, es una
de las tareas esenciales que nos hemos propuesto conseguir
en la RIAPAD.

En este volumen los articulos presentados se centran
en los principales objetivos que persigue la red. El articu-
lo presentado por el grupo del Dr Fernando Rodriguez de
Fonseca explora el sorprendente papel protector que la ex-
posicién a un estresor durante la adolescencia puede cjer-
cer al modificar los correlatos neurobiologicos del consumo
de alcohol (Prior stress history shapes adolescent alcohol-induced

B Enviar correspondencia a:
Marta Rodriguez-Arias.
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transcriptional changes in striatal glutamatergic and endocannabinoid
pathways). El importante papel de la microbiota en el con-
trol de la ingesta y el control cognitivo es desarrollado por
el grupo del Dr Rafael Maldonado (Loss of eating control and
cogmitive flexibility: Involvement of gut microbiota). Estos dos estu-
dios se pueden integrar en el objetivo de prevenir y prepa-
rar a la poblacion frente a las adicciones.

Otro de los objetivos de la RIAPAD es el seguimiento de
la evolucién de los trastornos adictivos que se explora en el
articulo colaborativo de los grupos de la Dra. Laura Orio
y del Dr. Gonzalo Herradon que estudia la neurotréfica
Pleiotrofina/PTPRZ en el hipocampo de ratas expuestas
a consumo cronico de alcohol y/o deficiencia de tiamina
(Study of the Pleiotrophin/PTPRZ neurotrophic pathway in the hi-
ppocampus of rats exposed to chronic alcohol consumption and/or
thiamine deficiency).

Numerosos grupos estamos trabajando en el desarrollo
de nuevos tratamientos para para la adiccion. El grupo de
la Dra. Marta Torrens presenta un ensayo clinico prelimi-
nar en el que se evalia el papel de las isoflavonas para el
tratamiento de la cocaina (Soy wsoflavones for the treatment of
cocaine use disorder: an open-label pilot study). También se ha
tratado de abordar el tratamiento al consumo de cocaina
inducido por el estrés mediante el consumo de pequenas
cantidades de dieta alta en grasa en el estudio del grupo
de la Dra. Marta Rodriguez-Arias (Blocking the increased rein-
Jorcing effects of cocaine induced by social defeat: effects of palatable
Jood). Finalmente, el papel de los acidos grasos omega 3 en
los cambios que el consumo de alcohol en atracén induce
en el sistema endocannabinoide ha sido el objetivo del tra-
bajo presentado por el grupo de la Dra. Inmaculada Ge-
rrikagoitia (Omega-3 fatty acids mitigate long-lasting disruption of
the endocannabinoid system in the adult mouse hippocampus following
adolescent binge drinking)

Uno de los intereses mas importantes de la RIAPAd,
coincidiendo la Agencia Europea de las Drogas, es la Inves-
tigacion con perspectiva de género. Y por ello, no podian
faltar en este volumen especial dos articulos sobre este as-
pecto tan importante en la adiccién. Una revision realizada
en colaboracién por los grupos a los que pertenecen el Dr
Antonio Vidal y la Dra. Judit Tirado se centra en la vul-
nerabilidad a la adicciéon desde una perspectiva de género
(The influence of sex and gender factors on the modulation of vulnera-
bility to addictions: a narrative review). Finalmente, el grupo de
la Dra. Orio evaltia como los atracones de alcohol pueden
afectar a las funciones cognitiva y la respuesta emocional
dependiendo de sexo de los animales (Sex differences in emo-
tional and cognitive tasks in adolescent rats exposed to alcohol binges
and controls).

Esperamos que este volumen sirva para que todos los
potenciales lectores de la revista conozcan nuestra red y es-
pecialmente, conozcan de primera mano los estudios pre-
clinicos que se estan realizando. La traslacion a la practica
clinica es muchas veces infructuosa y somos conscientes de

los dificil que es obtener los mismos resultados en nues-
tros laboratorios y en la asistencia clinica. Quizas con mas
dificultad cuando se trata de una enfermedad con tantas
facetas como es la adiccion. Sin embargo, la investigacion
preclinica, aunque falle en numerosas ocasiones, cuando
descubre una nueva diana terapéutica, un factor protector
o un biomarcador genera un nuevo camino de esperanza
y bienestar para los enfermos. Este volumen también es
un intento de muchos investigadores basicos de abrir a sus
colegas clinicos, epidemidlogos o preventivistas pequeflas
ventanas de lo que podemos aportar a su trabajo
Os esperamos en la RIAPAD https://riapad.es/

ADICCIONES, 2025 - VOL. 37 N. 4

296


https://riapad.es/

X

SOCIDROGALCOHOL

Sociedad Cientifica Espaiiola
de Estudios sobre el Alcohol,
el Alcoholismo y las ofras Toxicomanias

ADICCIONES

2025 H VOL. 37 H N. 4 H PAGS. 297-310
www.adicciones.es

ADICCIONES

VOL. 37,

ORIGINAL

La influencia de los factores de sexo y género
en la modulacion de la vulnerabilidad a las
adicciones: Una revision narrativa

The influence of sex and gender factors
on the modulation of vulnerability to
addictions: A narrative review

CRISTINA Rius*,**: RuT Lucas-DOMINGUEZ*,**; JubiT TIRADO-MURIOZ*** ****: | ypia GARCIA- GOMEZ*¥;

LAURA PRIETO-ARENAS*****- ANTONIO VIDAL-INFER® ¥ % ****

*Departamento de Historia de la Ciencia y Documentacion, Facultad de Medicina y Odontologia, Universidad de Valencia, Valencia, Espafia.
**UISYS, Unidad Mixta de Investigacion, Universidad de Valencia, Valencia, Espafia. Unidad Asociada al Instituto de Investigacion en Educacion Superior y Ciencia (INAECU) UC3M-UAM, Espafia.
***Departamento de Psicologfa, Facultad de Ciencias Biomédicas y de la Salud, Universidad Europea de Madrid, Madrid, Espafia.

****Red de Investigacién en Atencion Primaria de Adicciones (RIAPA), Espafia.
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Resumen

En este trabajo se ha realizado una revision narrativa que identifica los
factores asociados al sexo y al género que influyen en la vulnerabilidad
frente al desarrollo de un trastorno adictivo. Las adicciones surgen
de la interaccién entre factores neurobiolégicos y psicosociales. Los
dimorfismos cerebrales segin el sexo, mediados por factores genéticos,
hormonales y epigenéticos, generan diferencias en los circuitos implicados
en la recompensa, la regulacién emocional y las funciones ejecutivas. Las
diferencias farmacocinéticas, como mayores niveles sanguineos de alcohol,
metabolismo mas rapido de la nicotina y una internalizacién mas lenta de
los receptores p-opioides en mujeres, contribuyen a una progresion mas
rapida y a la aparicién mas temprana de complicaciones médicas. El género,
entendido como un sistema de roles y normas socialmente construidos,
modula estas vulnerabilidades. Las normas masculinas tradicionales se
asocian a mayor consumo, mientras que algunos aspectos de la feminidad
pueden actuar como factores de riesgo o proteccién. Las minorias sexuales
y de género presentan las mayores disparidades. Las mujeres lesbianas y
bisexuales tienen las tasas mas elevadas de trastornos por uso de sustancias;
los hombres gays y bisexuales informan mayor consumo de drogas ilicitas;
las personas bisexuales muestran el mayor riesgo global. Las poblaciones
trans y no binarias presentan prevalencias mas altas de consumo de tabaco,
estimulantes y sustancias asociadas al chemsex, muchas veces como respuesta
al estrés de minoria y a sistemas de salud cisnormativos. La comorbilidad
psiquiatrica afecta al 50-80 % de los casos. Abordar estas desigualdades
requiere un enfoque interseccional, sensible al género y culturalmente
competente.

Palabras clave: vulnerabilidad, diferencias segin el sexo, normas de
género, trastorno por consumo de sustancias, patologia dual, minorias
sexuales y de género

Abstract

This narrative review identifies the sex- and gender-related factors that
influence individual vulnerability to developing addictive disorders.
Addiction arises from the complex interaction between neurobiological
and psychosocial factors. Sex-based brain dimorphisms, shaped by genetic,
hormonal, and epigenetic influences, lead to differences in neural circuits
involved in reward, emotional regulation, and executive functioning
Pharmacokinetic differences, such as higher blood alcohol levels, faster
nicotine metabolism, and slower p-opioid receptor internalization in
women, contribute to earlier medical complications and faster addiction
progression. Gender, understood as a system of socially constructed roles
and expectations, further modulates these vulnerabilities. Traditional
masculine norms are associated with higher substance use, while certain
aspects of femininity may increase risk (e.g., emotional repression or partner
dependence) or serve as protective factors through help-secking behavior.
Sexual and gender minorities experience the most significant disparities.
Lesbian and bisexual women show the highest rates of substance use
disorders; gay and bisexual men report greater illicit drug use; and bisexual
individuals consistently display the highest overall risk. Transgender and
non- binary populations exhibit increased prevalence of tobacco, stimulant,
and chemsex-related substance use, often as a response to minority stress
and exclusion from cisnormative care systems. Psychiatric comorbidity
affects 50-80% of cases. Women show higher rates of anxiety, trauma
histories, and adverse clinical outcomes. Many face “triple stigma” due
to their gender, mental health condition, and substance use. Addressing
these disparities requires an intersectional, gender-informed, and culturally
competent approach to prevention, diagnosis, and treatment.

Keywords: vulnerability, sex differences, gender norms, substance-use
disorder, dual diagnosis, sexual and gender minorities

W Recibido: Mayo 2025, Aceptado: Septiembre 2025.

M Enviar correspondencia a:

W [SSN: 0214-4840 / E-ISSN: 2604-6334

Antonio Vidal Infer. Department of History of Science and Information Science, School of Medicine and Dentistry, University of Valencia.
Avda. Blasco Ibafiez, 15, 46010. Valencia (Spain). Email: Antonio.Vidal-Infer@uv.es

ADICCIONES, 2025 - VOL. 37 N. 4

297


https://socidrogalcohol.org/
https://socidrogalcohol.org/
mailto:Antonio.Vidal-Infer@uv.es
https://adicciones.es/

La influencia de los factores de sexo y género en la modulacion de la vulnerabilidad a las adicciones: Una revision narrativa

a adiccion es un fenémeno complejo influencia-
do por factores biologicos, psicoldgicos y sociales.
En este contexto, la vulnerabilidad emerge como
un concepto clave para explicar por qué algunas
personas desarrollan dependencia patolégica mientras que
otras no, incluso con patrones similares. Esta transicion esta
mediada por caracteristicas individuales como la impulsivi-
dad, la bisqueda de sensaciones o la presencia de trastornos
afectivos y de ansiedad. Estos rasgos pueden predisponer
a las personas a usar sustancias como medio para regular
emociones negativas, afrontar el estrés o satisfacer necesida-
des psicologicas no cubiertas. El sexo bioldgico y el género
socialmente construido moldean profundamente las res-
puestas del cerebro y del cuerpo a los estimulos adictivos. In-
corporar estas dimensiones en la investigacién es por tanto
esencial para identificar con precision los factores de riesgo y
elaborar estrategias de prevencion y tratamiento realmente
efectivas. Basado en una busqueda dirigida de la literatura
cientifica de las dos Gltimas décadas en Web of Science y
Scopus, este articulo delimita los principales determinantes
de vulnerabilidad relacionados con el sexo/género, abar-
cando desde factores biologicos y sociales hasta cuestiones
especificas como abuso, trauma, poblaciones de género no
conforme y trastornos concurrentes (diagnostico dual).

Modulacién de la vulnerabilidad a las
adicciones por sexo y género desde
una perspectiva biolégica
La literatura cientifica ha mostrado dimorfismos sexuales
en el sistema nervioso (SN) que pueden influir en la vul-
nerabilidad a las adicciones. Especificamente, diferencias
genéticas, epigenéticas y hormonales durante el desarrollo
y la organizacién cerebral conducen a variaciones en los
circuitos neuronales implicados en el procesamiento de re-
compensas, la emocion y las funciones ejecutivas en hom-
bres y mujeres (McHugh et al., 2018), desencadenando
respuestas divergentes a las mismas sustancias de abuso. A
nivel neuroanatémico y funcional, los estudios de neuroi-
magen en personas con trastorno por consumo de sustan-
cias (T'US) revelan alteraciones en regiones como el estriado
—particularmente el ntcleo accumbens (NAc), que integra
placer y motivaciéon—, la amigdala (asocia estimulos con
recompensa o castigo), el hipocampo (memoria contextual
de experiencias gratificantes), la insula (regula el craving) y
el cuerpo calloso (conecta los hemisferios cerebrales ¢ inte-
gra funciones cognitivas y emocionales). Estas alteraciones
difieren entre los sexos, aunque se necesita mas investiga-
ci6n para precisarlas (Cornish y Prasad, 2021; Rando et al.,
2013), y también varian segin la sustancia consumida. En
el trastorno por consumo de alcohol (TCA), los hombres
muestran reducciones de volumen en estas areas respecto
a controles sanos, mientras que las mujeres con el mismo
trastorno presentan volimenes aumentados (Sawyer et al.,

2017; Sawyer et al., 2018; Zahr et al., 2020). Estudios sobre
consumo intenso de alcohol en adolescencia y adultez tem-
prana revelan igualmente diferencias especificas por sexo en
regiones prefrontal, estriatal y medial-temporal: las mujeres
jovenes consumidoras muestran volimenes mayores que
las mujeres sanas, mientras que los hombres presentan el
patron opuesto con pérdida de volumen (Kvamme et al.,
2016; Morris et al., 2019; Pfefferbaum et al., 2016). De
manera similar, Nie et al. (2021) hallaron que los hombres
consumidores crénicos de metanfetamina en situacién de
abstinencia tenian hipocampos mas pequenos que los hom-
bres sanos, mientras que en mujeres no se observaron tales
efectos estructurales. Por el contrario, se detectaron reduc-
clones significativas de materia gris en mujeres con adiccién
a estimulantes, como la cocaina y/o las anfetaminas, tras
abstinencia prolongada, pero no en hombres (Regner et al.,
2015). Estos hallazgos sugieren adaptaciones neuroplasticas
especificas por sexo, que pueden explicar las distintas mani-
festaciones clinicas de la adicciéon (Cornish y Prasad, 2021).
Respecto a las diferencias neuroquimicas en la recom-
pensa, destaca el sistema dopaminérgico mesocorticolimbi-
co, siendo el area tegmental ventral (ATV) la principal fuen-
te de neuronas dopaminérgicas. La liberacién de dopamina
(DA) en el nicleo accumbens es central para la recompensa;
las drogas inhiben su recaptacion funcionando como un re-
fuerzo artificial. Estudios en humanos y roedores muestran
que hombres y mujeres activan los circuitos dopaminérgi-
cos de recompensa de forma diferente, no solo en magnitud
sino también neuroanatdmicamente, con respuestas distin-
tas en el nucleo accumbens ventral frente al estriado dorsal
(Copenhaver y LeGates, 2024; Cosgrove et al., 2014; Gillies
et al., 2014). Este patréon neural podria explicar la diferen-
cia por sexo en la escalada del consumo que conduce a la
adiccién. Cosgrove et al. (2014) demostraron que los hom-
bres activan mas intensamente el estriado ventral al fumar,
en consonancia con el refuerzo del cigarrillo, mientras que
las mujeres fuman mas para regular emociones y la reac-
tividad de la sefial. Estudios de imagenes TEP mostraron
que los hombres presentan una respuesta dopaminérgica
rapida y consistente en el estriado ventral, mientras que las
mujeres responden mas rapidamente en el estriado dorsal
(putamen). En la adiccién a la cocaina, las mujeres tienden
a progresar mas rapido hacia un uso habitual, en parte de-
bido a una menor liberaciéon de dopamina en el estriado
ventral, lo que favorece un mayor consumo para obtener
efectos similares. Una mayor actividad dopaminérgica en el
estriado dorsolateral podria facilitar en las mujeres la tran-
sicién hacia un uso compulsivo (Becker y Chartoff, 2019).
En cuanto a los efectos del sexo sobre el sistema endo-
crino y cémo esto influye en la vulnerabilidad, existe abun-
dante literatura que examina cémo el estradiol interactia
con el circuito de recompensa mesolimbico incrementando
la vulnerabilidad de las mujeres a la adiccion. Las hormo-
nas sexuales, estrégenos, progesterona y androgenos, mo-
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dulan fuertemente el cerebro y la conducta, incluidas las
respuestas de recompensa. El estradiol potencia el refuerzo
inducido por drogas al aumentar la liberacién de dopami-
na en vias mesolimbicas y estriada. En consecuencia, las
ratas hembra muestran conductas mas intensas de busque-
da de droga cuando los niveles de estradiol son altos (proes-
tro/estro, analogo al periodo folicular tardio/ovulacion en
mujeres) (Becker, 2016). Las fluctuaciones hormonales a lo
largo del ciclo estral/menstrual pueden alterar tanto la ve-
locidad de adquisicién de la adiccién como la intensidad
del refuerzo de la droga (Kokane y Perrotti, 2020; Sardari
et al., 2024). El estradiol incrementa las propiedades grati-
ficantes y de refuerzo tras el consumo de opioides, cocaina
y anfetaminas, afectando asi la vulnerabilidad (Kokane y
Perrotti, 2020). Por contra, la progesterona suele contra-
rrestar el estradiol. En mujeres que consumen cocaina, los
niveles altos de progesterona y derivados como la alopreg-
nanolona (por e¢jemplo, durante la fase latea o durante el
tratamiento con determinados anticonceptivos) se asocian
con menor craving y consumo (Peart et al., 2022). Estos
hallazgos han impulsado la investigacién de analogos de
progesterona como posibles tratamientos para reducir re-
caidas en mujeres consumidoras de psicoestimulantes: la
progesterona ha mostrado eficacia disminuyendo el craving
y la activacién emocional en mujeres, pero no en hombres
(Fox et al., 2013).

La modulacién hormonal se extiende al metabolismo de
drogas. Los estrogenos y progestagenos explican en parte
que se detecten niveles plasmaticos mas altos de cocaina en
mujeres que en hombres ante dosis equivalentes (Peart et
al., 2022). A la inversa, las mujeres metabolizan la nicotina
mas rapidamente, en especial quienes usan anticonceptivos
orales (Allen et al., 2019; Berlin et al., 2007). Estas variacio-
nes farmacocinéticas contribuyen a diferencias de vulnera-
bilidad a la adiccion (Thibaut, 2018). Las mujeres también
alcanzan concentraciones de alcohol en sangre mas altas
que los hombres, ante un consumo equivalentes debido
a, menor masa corporal magra y menor actividad de al-
cohol-deshidrogenasa gastrica (Komarekova et al., 2013).
En consecuencia, pueden sufrir daio hepatico y cardiaco
inducido por alcohol, consumiendo alcohol a dosis inferio-
res y durante periodos mas breves, un efecto denominado
“clinico telescopio” (McHugh et al., 2018). Muchas com-
plicaciones médicas de la adiccién, como la neuropatia, de-
terioro cognitivo relacionado con alcohol, miocardiopatia,
cirrosis y trastornos del estado de animo inducidos por sus-
tancias, aparecen antes y con menor exposicion acumulada
en mujeres (Trillo et al., 2012). Respecto a los opioides, las
mujeres presentan una menor activacion del receptor py
una eliminaciéon mas lenta ante el consumo de morfina, por
lo que a menudo requieren de dosis mayores y las hace
mas propensas a la hiperalgesia y a desarrollar mas rapida-
mente tolerancia, pudiendo necesitar dosis mas altas para
alcanzar una analgesia equivalente (Fullerton et al., 2018).

En los hombres, existe un perfil hormonal mas estable
dominado por andrégenos, y su influencia en la conducta
adictiva ha sido menos estudiada que la de estrégenos y pro-
gesterona. La testosterona y sus derivados pueden modular
la transmisiéon dopaminérgica y glutamatérgica, y algunos
estudios vinculan niveles altos de andrégenos con una ma-
yor propension al riesgo y a la bisqueda de sensaciones, lo
que facilita el inicio del consumo. Sin embargo, los efectos
directos de la testosterona sobre las drogas con propiedades
reforzadoras parecen mas sutiles que el impacto del estra-
diol en mujeres (Bawor et al., 2015). En el trastorno por
consumo de opioides, cualquier ingesta de opioides reduce
o suprime marcadamente la testosterona en los hombres,
pero no en las mujeres (Bawor et al., 2015), subrayando
la regulacién especifica por sexo del eje hipotalamo-hipo-
fiso-gonadal y sus hormonas GnRH, LH y FSH (Katz y
Mazer, 2009). Los cambios resultantes en estado de animo,
capacidad de reaccién ante el estrés, agresividad y libido
pueden desencadenar respuestas marcadamente diferentes
entre hombres y mujeres consumidoras de opioides (Borjes-
son etal., 2011; Fullerton et al., 2018; Smith y Elliott, 2012).

Comprender los determinantes biolégicos de la vulne-
rabilidad a la adicciéon puede ser muy util para desarrollar
programas psicoeducativos e intervenciones orientadas a la
prevencion y el tratamiento. Aunque los factores biolégicos
ayudan a explicar parte de las diferencias en vulnerabili-
dad a la adiccién, una comprensién completa de por qué
determinadas personas inician y mantienen el consumo de
sustancias solo es posible cuando también se consideran los
determinantes psicosociales.

Sexo, género y expectativas sociales

En las dltimas décadas, la investigacién sobre el trastorno
por consumo de sustancias ha avanzado hacia una perspec-
tiva mas holistica que, ademas de los determinantes bio-
logicos, también considera factores psicologicos y sociales
para comprender la vulnerabilidad a la adiccién. Dentro
de este marco, el sexo y el género emergen como categorias
analiticas esenciales para explicar las diferencias observa-
das en las tendencias epidemiologicas, los patrones de con-
sumo, las presentaciones clinicas y el acceso al tratamiento
(Becker y Koob, 2016; Fonseca et al., 2021; Greenfield et
al., 2010). Las diferencias de sexo se refieren a caracteris-
ticas biolégicas determinadas genéticamente, mientras
que el género se reflere a los roles, normas, expectativas
y comportamientos socialmente construidos asociados con
hombres, mujeres y personas no binarias (Kaufman et al.,
2023; World Health Organization, 2011). Estas normas
estan profundamente arraigadas en las estructuras socia-
les y han evolucionado con el tiempo. En el ambito de la
adiccidn, las expectativas de género desempenan un papel
crucial en la vulnerabilidad al consumo de sustancias y en
el desarrollo del trastorno por consumo de alcohol, influ-
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yendo tanto en la decision de consumir como en el acceso
al tratamiento.

Segtn la Organizacién Mundial de la Salud (2011), las
normas de género afectan no solo las experiencias emocio-
nales y sociales de las personas, sino también su salud men-
tal y fisica. Las presiones sociales vinculadas a los roles de
género pueden llevar, por tanto, a que hombres y mujeres
experimenten de manera distinta la exposicién a sustan-
cias, la progresiéon del consumo y las respuestas al trata-
miento (Harris et al., 2022). Histéricamente, el consumo de
sustancias ha sido mas prevalente entre los hombres, lo que
ha llevado a que los servicios de adiccion, la investigacion
y las politicas se centren en los hombres o sean “de géne-
ro neutro”, dejando sin abordar las necesidades especificas
de las mujeres y de otras identidades de género (Fonseca
et al., 2021; Harris et al., 2022; Meyer et al., 2019; To-
rrens-Melich et al., 2021). La literatura cientifica indica que
la brecha de género en los TUS se esta centrando para cier-
tas sustancias y grupos de edad, una tendencia alarmante
cuando los entornos psicosociales y clinicos no reconocen
ni atienden adecuadamente necesidades diferenciadas.

Mas alla de las vulnerabilidades biologicas descritas en la
seccion anterior, las expectativas sociales basadas en el géne-
ro moldean los comportamientos de consumo. Las dinami-
cas sociales, especialmente las relaciones interpersonales y el
contexto comunitario, influyen fuertemente en los patrones
de consumo de los hombres y las mujeres, ya que las normas
tradicionales asignan roles especificos a cada género. Los
hombres suelen vincularse a roles de proteccién y provision
dentro de la familia, se caracterizan por la competitividad,
la confianza y la persistencia; las mujeres, se asocian al rol
reproductivo, de cuidado y apoyo emocional, con rasgos
como dedicacién, expresividad y empatia (Sanchez-Lépez,
2013; Sanchez-Lopez y Limifiana-Gras, 2017). Sin embar-
go, la conformidad con estas normas varia segun factores
contextuales e individuales, produciendo distintos grados de
adherencia o resistencia (Sanchez-Lopez et al., 2014).

La feminidad y la masculinidad desempenan, por tanto,
un papel significativo en la vulnerabilidad a la adiccién.
La feminidad engloba los rasgos, comportamientos y ro-
les culturalmente definidos como propios de las mujeres,
moldeando expectativas sobre como deben pensar, sentir y
actuar (Mahalik et al., 2005). En las sociedades occidenta-
les, la feminidad normativa idealiza, entre otras cualidades,
el cuidado, la expresividad emocional y la preocupacion
por la apariencia (Levant et al., 2007; Mahalik et al., 2005).
La adhesion varia entre grupos raciales y culturales: por
ejemplo, la cultura latina valora la subordinacion y el auto-
sacrificio; el estereotipo de la “mujer negra fuerte” enfatiza
la resiliencia; la hiperfeminidad asiatica valora la docilidad
y la confiabilidad (Castillo et al., 2010; Donovan y West,
2014). Estas normas moldean el comportamiento y pueden
generar riesgos diferenciales para el consumo de sustancias
(Kulis et al., 2008); comprender la vulnerabilidad exige,

por tanto, un enfoque interseccional que integre género,
etnia y expectativas culturales.

Una revision sistematica reciente mostré que la femini-
dad influye significativamente en las variaciones dentro del
grupo de mujeres en el consumo de sustancias: el 74% de los
estudios (n = 17) encontr6 que la adhesion a normas femeni-
nas explicaba una parte tnica de la varianza en el consumo
(Brady et al., 2016). Aunque tradicionalmente el consumo
de sustancias se ha vinculado a la masculinidad (Van Gundy
et al., 2005), investigaciones recientes también relacionan
normas femeninas con el consumo (Iwamoto et al., 2016).
Practicar comportamientos estereotipicamente masculinos,
como el consumo de alcohol, puede asociarse en muchas
mujeres con empoderamiento, placer y aprobacion de pares
(Lyons y Willott, 2008). Mientras que la feminidad a menu-
do promueve conductas de btsqueda de salud (por ejemplo,
pedir ayuda) (Shakya et al., 2019), algunos rasgos actualmen-
te pueden aumentar el riesgo (Kaya et al., 2016). Examinar
cémo la feminidad moldea el consumo es esencial, ya que las
mujeres frecuentemente consumen sustancias para manejar
el malestar emocional (Dragan, 2015) y son vulnerables al
estrés de rol de género; suelen recurrir al consumo de sustan-
cias para afrontar el dolor emocional o fisico y se autome-
dican para solventar problemas de salud mental, frecuente-
mente como respuesta a experiencias traumaticas (National
Institute on Drug Abuse, 2020; Stone et al., 2021). Ademas,
las mujeres presentan mayor riesgo que los hombres a ser
introducidas en el consumo de drogas por sus parejas, lo que
sugiere un patrén de iniciacion moldeado por relaciones in-
timas y codependencia (Mburu et al., 2019). La adherencia
rigida a normas femeninas puede generar insatisfaccion, de-
valuacién y vergiienza, aumentando la probabilidad de uso
de sustancias como estrategia para afrontar determinadas
situaciones (Efthim et al., 2011; Hoffman, 2001). Por otro
lado, una fuerte identificacién con la feminidad tradicional
puede disuadir a algunas mujeres, ya que el consumo de sus-
tancias entra en conflicto con el comportamiento considera-
do “adecuado” (Iwamoto et al., 2018).

La investigacion sobre consumo de sustancias a menudo
se centra en como la feminidad o las identidades minorita-
rias (por ejemplo, mujeres y personas LGBTQ+) moldean
la vulnerabilidad, mientras que la influencia de las normas
de masculinidad permanece poco explorada. Sin embar-
go, muchos hombres consumen sustancias para alinearse
con ideales de dureza, suprimir emociones o responder a
presiones sociales vinculadas a la masculinidad hegemoéni-
ca (Klingemann y Klingemann, 2023). Pasar por alto esta
perspectiva, limita la comprension del consumo de sustan-
cias entre los hombres. Integrar los roles de género en las
intervenciones puede mejorar tanto su eficacia como su re-
levancia contextual.

Los factores y expectativas sociales también pueden
actuar como elementos protectores. Las mujeres estan ge-
neralmente menos expuestas que los hombres a entornos

ADICCIONES, 2025 - VOL. 37 N. 4

300



Cristina Rius, Rut Lucas-Dominguez, Judit Tirado-Mufioz, Lydia Garcia-Gomez, Laura Prieto-Arenas, Antonio Vidal-Infer

sociales centrados en drogas o alcohol y tienden a formar
relaciones estrechas y de apoyo, que fomentan la resiliencia
psicologica (McHugh et al., 2018). Las responsabilidades
de cuidado, que a veces se convierten en barreras, pueden
también ser un elemento motivador hacia la busqueda de
tratamiento, especialmente los esfuerzos por mantener o
recuperar la custodia de los hijos (Greenfield et al., 2007
Sword et al., 2009).

Finalmente, el estigma es un factor clave que moldea
profundamente las experiencias y los resultados, especial-
mente para las mujeres. Las mujeres con adicciones en-
frentan un estigma dual: por su dependencia y por violar
normas de género como el autocontrol y la responsabilidad
(Howard, 2015). Este estigma puede llevar a ocultar o a
retrasar la bisqueda de ayuda.

En cuanto a las personas cuya orientaciéon sexual es no
normativa (gais, lesbianas y bisexuales), estudios recientes
indican que el riesgo de consumo de sustancias esta deter-
minado por la identidad sexual mas que por el sexo. Las
mujeres lesbianas y bisexuales presentan tasas elevadas de
trastornos relacionados con alcohol y drogas, mientras que
los hombres gay y bisexuales son mas propensos a consu-
mir drogas ilicitas y a enfrentar problemas relacionados
(Green y Feinstein, 2012). Estas disparidades parecen estar
moldeadas por factores socioculturales, como la pertenen-
cia a la cultura gay o el estatus serolégico frente al VIH, y
no se ven mitigadas por caracteristicas demograficas como
el sexo femenino o la mayor edad (Green y Feinstein, 2012).
De hecho, la orientacion bisexual se vincula habitualmente
con un mayor riesgo de consumo: las mujeres bisexuales
presentan mas formas de consumo que las mujeres lesbia-
nas o gais, asi ningn aspecto en el consumo de sustancias
presenta menor riesgo para personas bisexuales (Schuler y
Collins, 2020; Schuler et al., 2018).

En cuanto a las personas de género no conforme (que no
se ajusta a los estereotipos de género), los determinantes son
algo mas complejos y se explicaran en la siguiente seccion.

Vulnerabilidad en personas de género
no conforme

Entre las personas de género no conforme, es decir, indivi-
duos cuya identidad de género difiere de su sexo asignado al
nacer, las cuestiones de sexo y género se vuelven fundamen-
tales e incluso definitorias a la hora de abordar la vulnera-
bilidad a la adiccion. Estudios recientes muestran que las
personas transgénero y no binarias (INB) presentan tasas
de prevalencia mas altas de consumo de alcohol, tabaco,
cannabis y psicoestimulantes, asi como una mayor implica-
ci6n en practicas de chemsex, que sus pares cisgénero (Co-
taina et al., 2022; Scheim et al., 2017). Por ejemplo, Scheim
et al. (2017) estimaron en una muestra canadiense que el
12% de las personas TINB habian consumido al menos una
droga de alto riesgo en el afio anterior, particularmente co-

caina y anfetaminas, siendo ésta una proporcion superior a
la de la poblaciéon general. Del mismo modo, un metaana-
lisis reciente determiné que identificarse como TINB apro-
ximadamente duplicaba las probabilidades de consumo de
tabaco y drogas en comparaciéon con individuos cisgénero,
aunque no se encontraron diferencias significativas en el
consumo de alcohol (Cotaina et al., 2022). Ademas, el ana-
lisis de miles de historiales médicos en EE. UU. revel6 tasas
mas altas de diagnoésticos de abuso de nicotina, alcohol y
drogas en pacientes TNB que en pacientes cis (Kidd et al.,
2023). En conjunto, estos datos subrayan que las personas
TNB soportan una carga desproporcionada de consumo
problematico de sustancias en relaciéon con la poblacion
cisgénero, lo que las hace mas vulnerables.

La investigaciéon se ha centrado a menudo en mujeres
transgénero (aquellas asignadas como hombres al nacer),
confirmando una alta prevalencia de consumo de metanfe-
tamina y cocaina cuando se encuentran en el contexto de
vulnerabilidad social (Reback y Fletcher, 2014). En mujeres
transgénero que ejercen el trabajo sexual, muchas repor-
taron consumo reciente de metanfetamina u otros estimu-
lantes para prolongar y potenciar los encuentros sexuales
(Santos et al., 2014). Siguiendo el tema de las sustancias
utilizadas con fines sexuales, el chemsex es especialmente
relevante entre personas TINB y revela diferencias incluso
dentro de este grupo; los datos clinicos muestran tasas de
consumo de estimulantes hasta diez veces mas altas en mu-
jeres transgénero que en hombres transgénero (Gomez-Gil
et al., 2012). Sin embargo, un estudio estadounidense re-
ciente de Kidd et al. (2023) concluyé que no existian dife-
rencias significativas entre hombres y mujeres transgénero
en cuanto al consumo problematico de sustancias.

¢Por qué es mayor esta vulnerabilidad? Varios estudios
indican que el consumo de sustancias entre personas TNB
funciona a menudo como estrategia para afrontar al estrés
croénico derivado de la discriminacion, el rechazo y el trau-
ma (Hendricks y Testa, 2012). Las personas TNB afrontan
con frecuencia estigma y prejuicio en el ambito familiar, es-
colar, laboral y sanitario, asi como violencia transfobica a lo
largo de la vida, todo ello contribuye a vivir experiencias de
exclusion social de manera sostenida y a un estrés cronico.
La evidencia empirica muestra que las personas transgéne-
ro que reportan mayores niveles de discriminacion también
presentan tasas significativamente elevadas de consumo re-
ciente de sustancias y de trastornos por consumo a lo largo
de la vida, destacando el impacto acumulativo de la expo-
sicion crénica al estigma y la exclusiéon (Wolfe et al., 2021).
Ante la inseguridad, el estrés emocional y la percepcion
de falta de apoyo, el consumo de sustancias puede surgir
como una automedicacion (Bockting et al., 2013; Kidd et
al., 2023). Por ejemplo, las mujeres transgénero con antece-
dentes de trauma sexual o violencia presentan una proba-
bilidad significativamente mayor de consumir drogas como
la cocaina para sobrellevar el dolor psicolégico (Budhwani
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et al., 2017). Del mismo modo, en un estudio estadouni-
dense con 600 personas transgénero adultas, que habian
experimentado discriminacién transfébica, mostraron ta-
sas mucho mas altas de consumo reciente de sustancias, de
padecer trastornos por el consumo de sustancias a lo largo
de sus vidas asi como mayor probabilidad de haber necesi-
tado tratamiento (Wolfe et al., 2021). Estos hallazgos con-
firman que la exposicién continua al rechazo y la violencia
aumenta el riesgo de recurrir a sustancias psicoactivas para
mancjar el estrés y el malestar emocional (Hughto et al.,
2021; Klein y Washington, 2024).

Otro determinante potencialmente decisivo de la vulne-
rabilidad TNB es el entorno sanitario. Vivir en un sistema
de atencioén cisnormativo, significa que los servicios de sa-
lud mental y adicciones se construyeron bajo la premisa de
que ser cisgénero es la norma, y que ser trans fue histori-
camente clasificado como un trastorno. En consecuencia,
las intervenciones fueron disenadas solo para hombres o
mujeres cisgénero y, aun en la actualidad, muchos progra-
mas carecen de protocolos afirmativos para personas TINB;
solo unos pocos estan especificamente orientados a la po-
blacion LGBTIQ+ (Williams y Fish, 2020). Un resultado
directo de este enfoque binario es la falta de visibilidad de
la comunidad no binaria: las personas no binarias mues-
tran peor salud mental, que las personas trans binarias,
presumiblemente debido al estrés anadido de ser no valo-
radas o ignoradas por el sistema sanitario, y, por tanto, estas
personas reportan mayor ansiedad, depresiéon y conductas
de riesgo que sus pares binarios (Klein y Washington, 2024;
Reisner y Hughto, 2019; Thorne et al., 2019). Ademas, las
personas no binarias han sido excluidas de muchos estudios
sobre consumo de sustancias (Connolly y Gilchrist, 2020),
reforzando atn mas su invisibilidad. Un estudio cualitativo
en Argentina destacé que la falta de formacién en salud
trans entre profesionales, es uno de los principales obstacu-
los para una atenciéon adecuada (Cordero y Saletti-Cues-
ta, 2025). Asimismo, un estudio reciente de Jessani et al.
(2024) senial6 la preparacion insuficiente de los equipos
sanitarios para reconocer y abordar las necesidades de per-
sonas transgénero y de género diverso, especialmente fuera
de los grandes centros urbanos. Ante este déficit formativo,
el personal especialista reclama mayor formacién en com-
petencia cultural y modelos de practicas de discriminaciéon
positiva para mejorar la calidad asistencial y reducir los
sesgos vinculados al infradiagnéstico y al infratratamiento
(Hughto et al., 2015; Korpaisarn y Safer, 2018), ya que la
discriminacion repetida, se asocia con mayor malestar psi-
cologico, riesgo de depresion y abuso de sustancias, factores
que alejan a muchas personas TNB de los servicios de aten-
ci6n regularizados y les conducen a la automedicacion y al
autocuidado como estrategias de supervivencia (Johnson et
al., 2019; Schechner et al., 2025).

Todos estos factores que intensifican la vulnerabilidad
de las personas TNB a la adiccion implican que las inter-

venciones deben ser adaptables a esta poblacion y estar
atentas a sus necesidades especificas.

Sexo, género y diagndstico dual

La comorbilidad psiquiatrica entre individuos con trastor-
nos por consumo de sustancias es notablemente alta, con
estimaciones de prevalencia que oscilan entre el 50% vy el
80%, dependiendo de la poblacién estudiada (Andersson et
al., 2023; Diaz-Fernandez et al., 2023; Fernandez-Miranda
et al., 2024; Szerman et al., 2022). La presencia simultanea
de un TUS y otro trastorno mental se denomina diagnosti-
co dual (DD) (Fernandez-Artamendi et al., 2024; Szerman
et al., 2022). La explicacién con mayor respaldo cientifico
es que ambas condiciones comparten bases neurobiolégicas
comunes y factores de riesgo genético, mientras que las sus-
tancias toxicas consumidas alteran muchos sistemas de neu-
rotransmision implicados en la patogénesis de estos otros
trastornos mentales (Szerman et al., 2022). Determinar el
diagnoéstico primario en los casos de DD suele ser complejo.
La mayoria de los estudios se han centrado en vincular el
consumo de sustancias con el desarrollo de trastornos psi-
quiatricos; muchos menos examinan la relacién inversa, y
aun menos incorporan una perspectiva de género.

Los escasos estudios que si consideran el sexo y el género
como variables indican que los trastornos de ansiedad y
los trastornos afectivos son mas prevalentes entre las muje-
res con DD (Diaz-Fernandez et al., 2023; Szerman et al.,
2015). La ansiedad es un factor de riesgo significativo para
el consumo de sustancias, especialmente alcohol y cannabis
(Prieto-Arenas et al., 2022). Por ejemplo, un estudio sobre
ansiedad social encontré una asociacién mas fuerte entre
esta condicién y los problemas relacionados con el alcohol
en mujeres que en hombres (Buckner et al., 2023). Del mis-
mo modo, el trastorno de panico se ha vinculado a un ma-
yor riesgo de desarrollar dependencia del alcohol, siendo
este riesgo aproximadamente el doble en mujeres que en
hombres (Chang et al., 2020). También se han identificado
diferencias de género en los patrones de comorbilidad psi-
quiatrica y en el uso de los servicios de salud, antes del ini-
cio de la dependencia del alcohol. Entre los jovenes, se ha
descrito el consumo de cannabis como una estrategia para
afrontar la ansiedad y la baja tolerancia al malestar (Mo-
rris et al., 2024). La baja tolerancia al malestar se asocia
significativamente con mayor consumo de cannabis y sus
complicaciones relacionadas. Aunque las mujeres tienden
a reportar un consumo global menor, su uso se motiva mas
frecuentemente por el manejo de sintomas psiquiatricos
(Arranz et al., 2020; Leadbeater et al., 2019).

Las disparidades de género también son evidentes en la
comorbilidad entre trastornos psicoticos y TUS. Pacientes
con esquizofrenia afrontan un riesgo tres veces superior de
desarrollar trastorno por consumo de cannabis que la po-
blaciéon general (Kozak et al., 2021). Aunque las mujeres
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con esquizofrenia muestran una menor prevalencia de con-
sumo de sustancias (Goémez-Sanchez-Lafuente et al., 2022;
Novick et al., 2016), el abuso de sustancias parece tener
efectos mas perjudiciales a largo plazo para ellas (Casano-
vas et al., 2023; van der Meer et al., 2015). Las mujeres con
esquizofrenia y trastorno por consumo de cannabis suelen
experimentar sintomas mas severos, mayor numero de hos-
pitalizaciones y peores resultados de tratamiento (Miquel et
al., 2013), y es menos probable que reduzcan el consumo de
cannabis con el tiempo, empeorando asi el progreso de su
enfermedad (Calakos et al., 2017; Casanovas et al., 2023).

La concurrencia de un trastorno psiquiatrico y un TUS
esta relacionado con sintomas clinicos mas graves y a una
mayor disfuncion psicosocial respecto a la observada habi-
tualmente en individuos con un solo trastorno (Andersson
etal., 2023; Mangrum et al., 2006), y esto es especialmente
pronunciado en mujeres con diagnostico dual. Estas mu-
jeres se enfrentan a multiples vulnerabilidades interco-
nectadas que complican tanto la atencién clinica como la
social. La literatura muestra que, en comparacién con los
hombres con diagnosticos similares, ellas estan despropor-
clonadamente mas afectadas por presentar otros antece-
dentes como el trauma, la violencia de género y el abuso,
lo que incrementa tanto el riesgo de recaida como la no
adherencia vy, por tanto, peores resultados de salud (Fonseca
et al., 2021; Meyer et al., 2019; Tirado-Muinioz, 2018; To-
rrens-Melich et al., 2021). Ademas, la interacciéon entre los
sintomas psiquidtricos y el consumo de sustancias dificulta
determinar el diagnostico correcto y contribuye a una ma-
yor probabilidad de exclusion social, desempleo, estigma-
tizaciéon y un acceso mas limitado a los servicios integrales
sensibles al género (McHugh et al., 2018).

Las mujeres con DD también sufren un triple estigma:
por ser mujeres, por tener un trastorno mental y por pre-
sentar un TUS. Este estigma compuesto puede fomentar
la vergiienza, la culpa y el aislamiento, disminuyendo la
probabilidad de buscar o la adherencia al tratamiento (Cal-
derén Calvo, 2021). Muchas de estas mujeres también ca-
recen de redes de apoyo social y familiar sélidas, elementos
clave en su recuperacion. Tanto el estigma que han inter-
nalizado como el social, no solo refuerzan estereotipos y
prejuicios negativos, sino que afectan directamente la for-
ma en que estas mujeres acceden, utilizan y se benefician
de los servicios de salud (McCartin et al., 2022).

A pesar de que el reducido nimero de estudios centrados
en el género dificulta el analisis de las diferencias sexuales
en el diagnoéstico dual, la falta de datos sobre orientacion se-
xual e identidad de género, plantea un desafio atin mayor
para comprender las disparidades y disefiar intervenciones
adaptadas a las poblaciones LGBTIQ+ (Flentje et al., 2015).
En este sentido, el 56% de jovenes LGBTIQ+ presentaban
algin parametro clasificado como criterio para ser identifi-
cados como poblaciéon con al menos un trastorno de salud
mental, o bien que habia consumido sustancias en el ult-

mo aflo, en comparacién con el 29% de sus pares cis-hete-
rosexuales (Kingsbury y Findlay, 2024). Este grupo no solo
muestra tasas desproporcionadamente superiores de consu-
mo de sustancias y TUS, sino que también es mas susceptible
a problemas graves de salud mental, como niveles mas altos
de ansiedad, depresion, ideacion suicida y mayor exposicion
al trauma y al trastorno de estrés postaumatico (Marchi et
al., 2023). Este colectivo también presenta una mayor vul-
nerabilidad a infecciones como VIH y VHC, especialmente
en el contexto de conductas de alto riesgo relacionadas con
el chemsex. Factores estructurales e interpersonales, como la
discriminacion, la estigmatizacion, el acoso y la homofobia
internalizada, agravan la angustia psicoldgica y actian como
barreras importantespara recibir una atencién adecuada
(Kidd et al., 2019; Marchi et al., 2024; Silveri et al., 2022).

Por lo tanto, las personas transgénero y de género di-
verso presentan una mayor vulnerabilidad a los trastornos
por consumo de sustancias, debido a factores estructurales,
como las politicas publicas excluyentes, las limitaciones en
el acceso a servicios sanitarios inclusivos y las normas so-
ciales estigmatizantes (Poteat et al., 2023). Recientemente
encontramos marcos legislativos dirigidos especificamente
a jovenes LGBTQ+, con mayor riesgo de bajo rendimien-
to académico, suicidio y discriminacién. Las politicas que
restringen el acceso a una atencién sanitaria con enfoque
de género positiva, crean dilemas éticos para el personal
profesional al limitar su capacidad de proporcionar tra-
tamientos seguros y basados en la evidencia (Kline et al.,
2023). Estos determinantes estructurales dificultan signifi-
cativamente la prevencion y el tratamiento efectivo del uso
indebido de sustancias dentro de las poblaciones LGBTQ+
(Phillips et al., 2025).

Conclusiones

La evidencia sintetizada en esta revision indica que los cons-
tructos de género, como la feminidad, la masculinidad o las
identidades no binarias, moldean e influyen en la vulnera-
bilidad neurobiolégica, psicolégica y social a los trastornos
por consumo de sustancias y sus frecuentes comorbilidades
psiquiatricas (DD). La adhesion estricta a roles normativos
incrementa las conductas de riesgo, mientras que la incon-
gruencia entre la identidad vivida y las expectativas sociales
impulsan el estrés, la exposicion al trauma y sobrellevar la
situacién de forma inadecuada mediante el consumo de
sustancias. Estos hallazgos exigen estrategias de prevencién
y tratamiento que tengan en cuenta explicitamente la iden-
tidad de género, la expresion de género y los determinantes
interseccionales como clase, raza y orientacion sexual. Solo
desmantelando las suposiciones binarias y cisnormativas en
el disefio de la investigacioén, los criterios empleados para
diagnosticar y la prestacion de los servicios, pueden gene-
rarse intervenciones culturalmente informadas que apun-
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ten a los mecanismos que vinculan los estresores de género
con las vias y las tendencias de la adiccion.
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Resumen

La soja y sus habas contienen diferentes isoflavonas (principalmente
daidzeina) que actian como inhibidores reversibles de la enzima
aldehido-deshidrogenasa-2 (ALDH2). Esta actividad se ha relacionado en
experimentos con animales con una reduccién del consumo de cocaina.
Nuestro objetivo fue llevar a cabo un estudio clinico piloto abierto para
evaluar la posible eficacia de las isoflavonas de soja, como inhibidor natural
de ALDH2, en el trastorno por consumo de cocaina. Nueve sujetos con
trastorno grave por consumo de cocaina participaron en un ensayo
unicéntrico, abierto y no controlado durante 12 semanas de tratamiento y
4 de seguimiento. El Substance Use Report (SUR) mostré que tres sujetos
(33,3%) informaron un consumo de cocaina inferior al 20% (80% de dias
sin consumo) entre las semanas 10y 12 del periodo de tratamiento, frente a
dos (22,2%] al inicio, aunque sin significacién estadistica. Un hallazgo que
no pudo ser confirmado mediante la deteccion de metabolitos urinarios
de cocaina. Siete participantes (77,8%) completaron el estudio en la
semana 16 y uno (11,1%) en la semana 12. Las concentraciones urinarias
de isoflavonas demostraron que ocho participantes (88,9%) siguieron el
tratamiento a lo largo del estudio. La puntuacion de la Severity Dependence
Scale (SDS) mostr6 una disminucion significativa entre el inicio y las 12
semanas, entre el inicio y las 16 semanas y entre las semanas 12 y 16; la
Brief Substance Craving Scale (BSCS) y la Cocaine Selective Severity
Assessment (CSSA) disminuyeron sus valores pero no significativamente.
Se observaron mejoras significativas en diferentes areas de la escala Health
Survey SF-36 (SF-36): las puntuaciones de dolor corporal disminuyeron
desde el inicio hasta 16 semanas de forma estadisticamente significativa; la
funcién social mejoré sus puntuaciones desde el inicio hasta 12 semanas
y desde el inicio hasta 16 semanas de manera significativa; el resto de las
areas aumentaron sus puntuaciones pero sin significacion. Estos hallazgos
muestran menores proporciones de dias de consumo de cocaina, y elevada
retencién y adherencia al tratamiento, aunque no se observé la adquisiciéon
de abstinencia completa. Las isoflavonas de soja podrian considerarse un
tratamiento potencial en futuras investigaciones, lo cual deberé confirmarse
en estudios controlados con placebo y tamafio muestral adecuado.
Palabras clave: cocaina, enzima aldehido-deshidrogenasa-2, daidzina,
daidzeina, extracto de isoflavonas de soja, estudio clinico

Abstract

Soybeans contain different isoflavones (mainly daidzein) which work as
reversible inhibitors of aldehyde-dehydrogenase-2 enzyme (ALDH?2). This
activity has been related in animal experiments with a reduction of cocaine
use. Our aim was to carry out an open-label pilot study to evaluate the
possible efficacy of soy isoflavones as natural inhibitor of ALDH?2 in cocaine
use disorder. Nine subjects with severe cocaine use disorder participated in a
single-center, open, non-controlled trial during 12 weeks of treatment and 4
of follow-up. The Substance Use Report (SUR) showed that three subjects
(33.3%) reported a cocaine consumption of less than 20% (80% non-use
days) from 10 to 12 weeks of the treatment period, from two (22.2%) at
baseline, although non-significant. A finding that could not be confirmed
by the detection of urine metabolites of cocaine. Seven participants (77.8%)
completed the study at 16 weeks and one (1.11%) at 12 weeks. Urine
concentrations of isoflavones, demonstrated that eight participants (88.9%)
followed the treatment along the study. The Severity Dependence Scale
(SDS) score showed a significant decrease between baseline to 12 weeks,
baseline to 16 weeks and 12 to 16 weeks; the Brief Substance Craving Scale
(BSCS) and Cocaine Selective Severity Assessment (CSSA) decreased their
values but not significantly. Significant improvements in different areas of
the SF-36 scale were observed: body pain scores decreased from baseline
to 16 weeks statistically significant; social function improved its scores from
baseline to 12 weeks and from baseline to 16 weeks significantly; the rest of
areas increased their scores but not significantly. These findings show lower
ratios of cocaine use days, and high retention and adherence to treatment
although the acquisition of complete abstinence was not observed. Soy
isoflavones could be considered a potential treatment in future research, to
be confirmed by placebo-controlled studies with adequate sample size.
Keywords: cocaine, aldehyde-dehydrogenase-2 enzyme, daidzin, daidzein,
soy isoflavone extract, clinical trial
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Isoflavonas de soja para el tratamiento del trastorno por consumo de cocafna: Un estudio piloto abierto

1 Informe Mundial sobre Drogas 2024, publica-

do por la Oficina de las Naciones Unidas contra

la Droga y el Delito (UNODC, 2024), seiiala que

en 2022 aproximadamente 23 millones de per-
sonas (rango: 18,5-29,6 millones; 0,45%-0,57% de la po-
blacion total) habian consumido cocaina al menos una vez
en el ultimo ano. Segan el Informe Europeo sobre Drogas
2024 del Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxi-
comanias (EMCDDA) (EMCDDA, 2024), la cocaina se
ha convertido en la segunda droga ilicita consumida con
mayor frecuencia en Europa. El informe también advierte
sobre el creciente potencial de riesgos para la salud.

La cocaina actia inhibiendo los transportadores de mo-
noaminas de la membrana neuronal presinaptica. A través
de esta inhibiciéon bloquea la recaptaciéon de monoaminas,
lo que produce un aumento de dopamina y de las concen-
traciones de otras monoaminas (noradrenalina y serotoni-
na) en la hendidura sinaptica (Cami et al., 2003; Fernan-
dez-Castillo et al., 2021). La euforia, la sensaciéon de placer
y otros efectos reforzadores positivos de la cocaina estan
relacionados no solo con cambios en el transportador de
dopamina a nivel presindptico, sino también con cambios
en los complejos de homo y heteroreceptores de dopamina
a nivel postsinaptico y con el desarrollo inadaptado de la
memoria de droga, tanto en las vias GABAérgicas ventrales
estriato-palidas de recompensa como de anti-recompensa
(Borroto-Escuela et al., 2019; Milton y Everitt, 2012). La
administracién continuada y crénica de cocaina induce
cambios en varios sistemas de neurotransmisiéon que afec-
tan la funcién de diferentes areas y circuitos, como el siste-
ma mesocorticolimbico (ntcleo accumbens, area tegmen-
tal ventral y corteza prefrontal) (Fernandez-Castillo et al.,
2021). Produce una reduccién del nimero de receptores de
dopamina en el sistema nervioso central y, como resultado,
una menor sensibilidad del sistema de recompensa (Ashok
et al., 2017). Sin embargo, trabajos recientes demuestran
que deben considerarse otros cambios en la estructura y
funcion del receptor de dopamina; por ejemplo, los com-
plejos patolégicos A2AR-D2R, D2R-SigmalR y A2AR-
D2R-SigmalR inducidos por cocaina pueden formar una
memoria a largo plazo con un fuerte y permanente freno
D2R, conduciendo a la adiccién a la cocaina (Borroto-Es-
cuela et al., 2017; Borroto-Escuela et al., 2018; Koob y
Volkow, 2010). A nivel clinico, tales cambios moleculares
resultan en un aumento del consumo repetitivo y compulsi-
vo (uso tipo binge) (Koob y Volkow, 2010) y pérdida de con-
trol conductual. Se han descrito anormalidades neuroana-
tébmicas en consumidores de cocaina, como la reducciéon
del volumen de sustancia gris en la corteza prefrontal y la
consecuente disfuncion de esta region (Ciccarone y Shop-
taw, 2022; Hirsiger et al., 2019; Volkow et al., 2011).

Todavia no existen farmacos especificos ni psicoterapia
para el tratamiento del trastorno por consumo de cocaina

(Farrel et al., 2019; Kampman, 2019). Se han publicado

datos sobre el uso terapéutico de ciertos farmacos, inclui-
dos anticonvulsivantes (Alvarez et al., 2010; Minozzi et al.,
2015), psicoestimulantes (Castells et al., 2016; Pérez-Mana
etal., 2011), antidepresivos (Pani et al., 2011; Torrens et al.,
2011) y antipsicoticos (Alvarez et al., 2013; Bentzley et al.,
2021; Indave et al., 2016), aunque sin suficiente eficacia ni
evidencia. Las lineas de investigacion actuales se centran en
los mecanismos de produccién de diferentes monoaminas
(Kohut et al., 2017), y; hasta la fecha, el disulfiram, que inte-
ractda con la produccién de dopamina, ha mostrado los re-
sultados clinicos mas prometedores (Gaval-Cruz et al., 2009;
Kampangkaew et al., 2019; Pani et al., 2010; Schroeder et
al., 2010; Weinshenker, 2010). Sin embargo, los hallazgos
siguen siendo controvertidos, ya que algunos estudios han
informado resultados beneficiosos mientras que otros no
(Carroll et al., 2016). Por otro lado, considerando las altas
tasas de consumo concomitante de alcohol y cocaina (60%
o mas) en la poblaciéon (Araos et al., 2017), existe una li-
mitacion crucial en el uso de disulfiram. Este compuesto
esta contraindicado si se consume alcohol simultdneamente
porque es un inhibidor irreversible de la aldehido-deshidro-
genasa-1 (ALDH1) y podria inducir una reaccién adversa.
Varios estudios han sugerido que los inhibidores selectivos
de la enzima aldehido-deshidrogenasa-2 (ALDH?2) podrian
ser efectivos para el tratamiento del trastorno por consumo
de cocaina (Koppaka et al., 2012; Weinshenker, 2010; Yao
et al., 2010). La inhibicién de ALDH2 bloquea la conver-
si6n del sustrato 3,4-dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL) a
acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), aumentando sus
concentraciones y, en consecuencia, formando con la dopa-
mina el producto de condensacion tetrahidropapaverolina
(THP) en el area tegmental ventral. La THP disminuye la
biosintesis de dopamina mediante la inhibicién de la tirosina
hidroxilasa (TH) y, como resultado, se reduce la capacidad
de producir refuerzo positivo. Se han descrito inhibidores re-
versibles naturales y selectivos de ALDH2 en las isoflavonas
del extracto de soja (Lowe et al., 2008). Las mas prominentes
son genistina, glicitina y especialmente daidzina. Los meta-
bolitos activos de la daidzina, genistina y glicitina son dai-
dzeina, genisteina y gliciteina, respectivamente. Ademas, a
nivel intestinal, las bacterias transforman la daidzeina en otro
metabolito activo, el equol. Diversos estudios han confirma-
do la accién selectiva de las isoflavonas sobre ALDH2, pero
no sobre ALDH1, a diferencia del disulfiram. Como conse-
cuendia, si se consume alcohol no apareceran los efectos ad-
versos relacionados (Amigdala Neurosciences, 2025; Marti-
nez-Riera et al., 2019; Penetar et al., 2011). Durante siglos, la
medicina tradicional china ha empleado isoflavonas para el
tratamiento del trastorno por consumo de alcohol (Lu et al.,
2009; Overstreet et al., 2003), y estudios en animales (Arolfo
etal., 2009) y en humanos han demostrado una reduccién en
la ingesta de alcohol (Lukas et al., 2013; Penetar et al., 2015).
Sin embargo, no existen datos en humanos que evaluen los
posibles efectos de las isoflavonas u otros inhibidores sintéti-
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cos de ALDH2 sobre el consumo de cocaina. En modelos
animales, la administracién de diferentes isoflavonas ha dado
lugar a resultados especificos, como la reducciéon de recaidas
condicionadas por estimulos ambientales y una disminucién
del consumo repetido (Martin et al., 2021; Yao et al., 2010).

Los enfoques tradicionales basados tnicamente en la
abstinencia para el tratamiento del trastorno por consu-
mo de sustancias a menudo no logran involucrar a muchas
personas que no estan preparadas o dispuestas a dejar de
consumir sustancias por completo (Paquette, 2022). Al re-
conocer que la adiccién es una condicién créonica mas que
un estado binario, la incorporacion de estrategias no orien-
tadas exclusivamente a la abstinencia puede aumentar la
participacion, la retencién y la eficacia del tratamiento al
alinearse con los objetivos de los pacientes y centrarse en
resultados alternativos, como la reducciéon del consumo y la
mejora de la calidad de vida, en lugar de una abstinencia
estricta (Compton y Volkow, 2024; Volkow, 2020).

El objetivo de este estudio es evaluar los efectos de las
1soflavonas de soja en pacientes con trastorno por consumo
de cocaina.

Material y método

Aprobacién ética

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité local
de Etica en Investigacién Humana (CEIC-Parc de Salut
Mar, ref. 2014/5580) y se llev6 a cabo de acuerdo con la
Declaraciéon de Helsinki (Fortaleza, 2013) y la legislacion
local (Ley de Investigaciéon Biomédica, 2007).

Diseiio del estudio

Se llevé a cabo un ensayo clinico abierto y unicéntrico de 12
semanas de tratamiento y 4 semanas de seguimiento. Todos
los participantes fueron informados sobre el estudio y firma-
ron un consentimiento escrito antes de participar. Los selec-
cionados recibieron una compensacion economica a través
de un programa de incentivos para facilitar la retenciéon y
la adherencia. Todos los participantes recibieron el mismo
tratamiento y dosis de extractos de isoflavonas de soja (dos
capsulas/ 12h, ver secciéon Extracto de Isoflavonas de Soja).
La variable principal del estudio fue evaluar los dias de con-
sumo de cocaina desde las semanas 10 a 12 del periodo de
tratamiento. Esto fue evaluado mediante el porcentaje de
dias de consumo de cocaina autoinformados por los sujetos y
confirmado mediante la deteccién de metabolitos urinarios
de cocaina (benzoilecgonina y éster metilico de ecgonina).
Las variables secundarias incluyeron el porcentaje medio de
muestras de orina negativas para los metabolitos de cocaina
de todas las muestras programadas desde las semanas 5 a
12 del periodo de tratamiento, la retencién al tratamiento,
la adherencia al tratamiento, la reduccion del “craving” y la
gravedad del trastorno por consumo de cocaina, y la calidad
de vida (ver Instrumentos de Evaluacion Clinica).

Extracto de isoflavonas de soja

Se utiliz6 un producto comercial de extracto de soja (Su-
per-Absorbable Soy Isoflavones®, capsulas de gelatina
dura, Life-Extension, EE.UU.). El preparado se selecciond
basandose en estudios previos farmacocinéticos (Rodri-
guez-Morat6 et al., 2015) y de seguridad (Martinez-Riera
etal., 2019). Cada capsula, segtn el fabricante, estaba com-
puesta por 54 mg de isoflavonas totales (22 mg de daidzi-
na-daidzeina, 28 mg de genistina-genisteina y 4 mg de glici-
tina-gliciteina). La dosis administrada (cuatro capsulas/dia,
dos por la manana y dos por la noche), fue ajustada para
dar un contenido total de daidzina/daidzeina de aproxima-
damente 88 mg. La dosis seleccionada fue el doble de la re-
comendada en un estudio previo de isoflavonas para el tra-
tamiento del asma (Smith et al., 2015) y se situ6é en rangos
similares o hasta el doble de los utilizados para el manejo de
los sintomas menopausicos, de acuerdo con la ficha técnica
del producto y otros preparados disponibles en el mercado
(Carmignani et al., 2010; Khaodhiar et al., 2008; Rebcack
et al., 2004; RxList, 2022; Yang et al., 2012), teniendo en
cuenta la seguridad de estos niveles de dosificaciéon descrita
en estudios previos (Martinez-Riera et al., 2019).

Sujetos

Los participantes, ocho hombres y una mujer, atendidos
ambulatoriamente en el Centro de Atencién y Seguimiento
(CAS) a las drogodependencias, Institut de Neuropsiquiatria
1 Addiccions, Parc de Salut Mar de Barcelona, Espafia, que
presentaban un trastorno por consumo de cocaina, y fue-
ron reclutados de acuerdo con las guias DSM-5 (American
Psychiatric Association, 2013). Cumplieron los siguientes
criterios de inclusién: (1) edad = 18 aflos y < 60 afos; (i)
btsqueda de tratamiento para el trastorno por consumo de
cocaina; (iil) al menos una muestra de orina positiva en las
dos semanas previas al inicio de las sesiones del estudio; y
(iv) mujeres en edad fértil que utilizaban contraceptivos. Los
criterios de exclusion fueron: (i) presentar un trastorno activo
por consumo de sustancias (DSM-5) distinto a la cocaina en
el aflo previo excepto tabaco, cannabis y alcohol sin sintomas
graves de abstinencia fisica; (i) haber estado en tratamiento
con un opioide sustitutivo (metadona, buprenorfina) en los 2
meses previos; (ii1) presentar una enfermedad neurologica o
psiquiatrica grave que pudiera interferir con el desarrollo del
estudio; (iv) cualquier condiciéon médica seria que pudiera in-
terferir con la seguridad de los sujetos o con el desarrollo del
estudio; (v) VIH, hepatitis, sifilis activa, tuberculosis; (vi) estar
bajo un tratamiento obligatorio; (vii) antecedentes personales
de cancer endometrial o de mama u otro cancer hormono-
dependiente; (viil) hipersensibilidad a derivados de la soja;
(ix) estar bajo tratamiento con derivados de soja por otra ra-
z6n; (x) haber estado o estar bajo tratamiento con farmacos
que pudieran producir sintomas adversos al interactuar con
1soflavonas o pudieran interferir con los resultados del estu-
dio; y (x1) estar embarazada o en periodo de lactancia.

ADICCIONES, 2025 - VOL. 37 N. 4

313



Isoflavonas de soja para el tratamiento del trastorno por consumo de cocafna: Un estudio piloto abierto

Evaluacioén clinica
Se recogieron datos sociodemograficos y antecedentes mé-
dicos y psiquiatricos.

Dias de consumo de cocaina

Para evaluar los dias de consumo de cocaina se utilizo el
Substance Use Report/Inventory (SUR) (Weiss et al., 1995).
Este es un cuestionario autoinformado con un calendario
diario que mide el consumo reciente de drogas, dosis y via de
administracién. Menos del 20% de dias autoinformados de
consumo de cocaina se consider6 un resultado prometedor.
Se recogieron muestras de orina tres veces por semana para
cuantificar las concentraciones de metabolitos urinarios de la
cocaina. Los valores considerados como ausencia de consu-
mo de cocaina fueron benzoilecgonina < 150 ng/mL y éster
metilico de ecgonina < 15 ng/mL. Menos del 20% de mues-
tras de orina positivas se consider6 un resultado prometedor.

Retencion y adherencia al tratamiento

La retencién se midié por el nimero de sujetos que finaliza-
ron el estudio. La adherencia al tratamiento se evalubé me-
diante la determinacién en orina de daidzeina, genisteina y
el metabolito endbgeno equol mediante cromatografia liqui-
da acoplada a espectrometria de masas en tandem (LG/MS/
MS) utilizando un método validado (Rodriguez-Morat6 et
al., 2015). Las muestras se recogieron tres veces por semana.

Instrumentos de evaluacién clinica

El diagnoéstico psiquiatrico se realizé con la Versiéon Es-
pafiola de la Psychiatric Research Interview for Substan-
ce and Mental Disorders IV (PRISM-IV) (Torrens et al.,
2004). Esta es una entrevista semiestructurada disefiada
para evaluar trastornos actuales y de por vida del DSM-
IV-TR (American Psychiatric Association, 2000).

Ademas, se administraron los siguientes instrumentos en

sus versiones validadas en espafol:

- Clinical Global Impression (CGI) (Guy, 1976), una
escala heteroaplicada compuesta por dos subescalas
CGI-S (mide la gravedad del trastorno) y CGI-I (mide
la mejoria del trastorno durante las consultas). Cada
una esta compuesta por un unico item puntuado con 8
opciones de respuesta con una escala tipo Likert. Una
puntuacion CGI-S de 0 representa no evaluado y va de
1 (sujeto sano) a 7 (sujeto extremadamente enfermo);
una puntuacién CGI-I de O representa no evaluado y
va de | (mejora significativa) a 7 (deterioro muy grave).

- Addiction Severity Index Lite (ASI-lite) (Cacciola et al.,
2007), entrevista semiestructurada que evalta la grave-
dad de la adiccion en varias areas: médica, psicologica,
familiar/social, legal, laboral, de consumo de drogas
y de alcohol. Se obtiene informacién de la vida y da-
tos de los tltimos 30 dias. Las puntuaciones para cada
area van de 0 a 1; cuanto mayor sea la puntuacién,
mayor sera la gravedad del trastorno por consumo.

- Severity Dependence Scale (SDS) (Gonzalez-Saiz et
al., 2008), instrumento autoadministrado que mide la
gravedad de la adiccién con cinco items que se pun-
tdan en una escala tipo Likert con 4 puntos (0-3). La
puntuacion total es la suma de las puntuaciones en
cada item. cuanto mayor es la puntuacién mayor es la
gravedad del trastorno.

- Cocaine Selective Severity Assessment (GSSA) (Kam-
pman et al., 1998; Pérez de los Cobos et al., 2014),
escala heteroaplicada de dieciocho items que evalta la
gravedad del trastorno por consumo de cocaina que
suele aparecer al suspender repentinamente el consu-
mo de cocaina (p. ¢j., ansia/“craving”, sintomas de-
presivos, cambios en el apetito, trastornos del sueno,
letargo y bradicardia). Cada item se califica mediante
una escala Likert de 0 a 7. La puntuacion global es la
suma de las puntuaciones de cada item. A mayor pun-
tuacién, mayor gravedad del trastorno por consumo.

- Brief Substance Craving Scale (BSCS) (Somoza et
al., 1995), escala autoadministrada que mide la in-
tensidad y frecuencia del “craving” de cocaina y otras
sustancias en las dltimas veinticuatro horas. Tiene
16 items que se puntian en una escala tipo Likert de
0 a 4. La puntuaciéon global es la suma de las pun-
tuaciones de cada item. A mayor puntuacioén, mayor
gravedad del trastorno por consumo.

- SF-36 Health Survey (SF-36) (Alonso et al., 1995),
escala autoadministrada que evaltia calidad de vida
relacionada con la salud. Mide ocho dimensiones
(funcidn fisica, rol fisico, dolor corporal, salud general,
vitalidad, funcién social, rol emocional y salud mental)
con una calificacién de 0 a 100. Cuanto mayor sea la
puntuacién, mejor sera el nivel de salud.

- Revised Clinical Institute Withdrawal Assessment for
Alcohol Scale (CIWA-Ar) (Sullivan et al., 1989), escala
heteroaplicada que mide la gravedad del sindrome de
abstinencia alcohélica. Consta de diez items puntua-
dos en una escala tipo Likert de 0 a 7, con la excepcion
de un item, “erientaciéon y entorpecimiento del senso-
rio”, que se puntia de 0 a 4. La puntuacion global es
la suma de las puntuaciones de cada item. A mayor
puntuacién, mayor gravedad de la abstinencia.

- HIV Risk-Taking Behaviour Scale (HRBS) (Darke
et al., 1991), una escala heteroaplicada que evalia el
consumo de drogas intravenosas y las conductas se-
xuales de riesgo. Consta de once items que se puntian
en una escala tipo Likert de 0 a 5. A mayor puntua-
ci6n, mayor grado de asuncion de riesgos.

- Hamilton Rating Scale for Depression (HAM-D) (Bobes
etal., 2003), escala heteroaplicada que mide la gravedad
de la depresién mediante veintiin sintomas. La puntua-
cién global es la suma de las puntuaciones de cada item.
A mayor puntuacién, mayor gravedad de la depresion.
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- Columbia Suicide Severity Rating Scale (C-SSRS)
(Al-Halabi et al., 2016), escala semiestructurada para
evaluar la intensidad del riesgo suicida. Mide cuatro
constructos: gravedad de la ideacién, intensidad de la
ideacion, comportamiento y letalidad.

Procedimiento
Durante la sesion de seleccion, los participantes se sometieron
a un examen fisico general, un electrocardiograma de 12 de-
rivaciones, analisis completos de sangre y orina (incluyendo
drogas de abuso) y un test de embarazo en el caso de muje-
res. Ademas, se administraron las siguientes escalas: PRISM,
SUR, SDS, CSSA, BSCS, CIWA-Ar, HAM-D y C-SSRS.
Los sujetos estuvieron 12 semanas en tratamiento y 4
semanas en seguimiento. Se recogieron muestras de orina
tres veces por semana durante el estudio. Se tomaron mues-
tras de sangre en las semanas 6, 12 y 16; test de embarazo
en el inicio, semana 6 y semana 12; y un ECG de 12 de-
rivaciones en la semana 12. Las escalas CGGI, SUR, SDS,
CSSA, BSCS y la evaluaciéon de posibles efectos adversos se
recogieron en el inicio, semanas 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 16. La
escala ASI-lite se administr6 en el inicio y en la semana 12.
SF-36 y HRBS se evaluaron en el inicio, semana 12 y se-
mana 16. Las escalas C-SSRS y HAM-D se administraron

en el inicio, semana 4, semana 8, semana 12 y semana 16.

Analisis estadistico

Se realizé una descripciéon de todas las variables de interés
mediante estadistica descriptiva (porcentajes, frecuencias y
medidas de tendencia central y dispersion). Se realizé un
analisis de poblacién por intenciéon de tratar (ITT) para
examinar los resultados. Se llevaron a cabo estadisticas in-
ferenciales para evaluar los dias de consumo de cocaina
autoinformados menores o mayores al 20% desde las se-
manas 10 a 12 mediante la prueba chi-cuadrado, y para
comprobar los cambios absolutos en las puntuaciones de los
Instrumentos de Evaluaciéon Clinica durante las semanas
del estudio para ASI-lite desde el inicio hasta la semana 12
mediante la prueba T de muestras emparejadas. Se utilizé
un ANOVA de medidas repetidas de un factor (factor tiem-
po) para CGI, SDS, CSSA, BSCS, SF-36 Health Survey,
HRBS, HAM-D y C-SSRS, incluyendo los resultados del

Tabla 1
Caracteristicas sociodemogrdficas y clinicas de la muestra (N = 9)

inicio, semana 12 y semana 16. Cuando fue significativo, se
realiz6 un analisis “post-hoc” de comparaciones multiples
de Tukey para comparar inicio-semana 12, inicio-semana
16 y semana 12-semana 16. Todas las pruebas estadisticas
se realizaron utilizando SPSS Statistics 23.0 (SPSS, Chica-
go, IL, Estados Unidos). Un valor de p<0,05 se consider6
estadisticamente significativo para la prueba chi-cuadrado,
la prueba T' de muestras emparejadas y el ANOVA de me-
didas repetidas. El tamafio muestral se calcul6 para evaluar
una eficacia clinica igual o mayor al 20% utilizando el mé-
todo de Gehan para ensayos clinicos fase II (se recomenda-
ron 9-11 sujetos) (Machin et al., 2009).

Resultados

Caracteristicas sociodemograficas

Se reclutaron nueve sujetos (ocho hombres y una mujer)
con una edad media de 48%9,27 anos. El peso medio fue
de 84,1£16,19 kg y el indice de masa corporal de 27,3+4,4.
Seis (66,7%) sujetos estaban casados, cuatro (44,4%) tenian
estudios de primaria, cinco (55,6%) estudios secundarios o
superiores, y cuatro (44,4%) estaban empleados en el mo-
mento de realizar el estudio (Tabla 1).

Caracteristicas clinicas
Todos los participantes presentaban trastorno por consu-
mo de cocaina grave segun los criterios del DSM-5. La
edad media de inicio del trastorno fue de 30,44+9,28 anos.
De los nueve participantes, seis (66,7%) tenian anteceden-
tes de tratamiento por trastorno por consumo de sustan-
cias. Cuatro (44,4%) sujetos tenian antecedentes de tras-
torno por consumo de alcohol antes del afio previo y uno
(11,1%) en el afio previo. Un participante (11,1%) tenia
antecedentes de trastorno por consumo de cannabis antes
del afio previo y uno (11,1%) en el afio previo. Un sujeto
(11,1%) tenia antecedentes de trastorno por consumo de
opioides pero no en el afio previo. Siete de ellos (77,8%)
tenian antecedentes familiares de trastornos por consumo
de sustancias (Tabla 1).

Los resultados de la entrevista PRISM mostraron que
cuatro (44,4%) fueron diagnosticados con un trastorno
afectivo en remision.

Caracteristicas

Media (DE) o n (%)

Caracteristicas sociodemogrdficas

Sexo (hombres/mujeres)

Edad, M (DE), afios

Peso, M (DE), kg

indice masa corporal, M (DE), kg/m?

Estado civil (casados)

Educacién — Estudios primarios

Educaciéon — Diplomados-Graduados o superior
Empleo (empeados)

8 (88,9%) / 1 (11,1%)
48(9,27)
84,1(16,19)

27,3 (4.4)

6 (66,7%)

4 (44,4%)

5 (55,6%)

4 (44,4%)
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Caracteristicas

Media (DE) o n (%)

Caracteristicas clinicas

Trastorno por consumo cocaina (DSM-5, grave)

Edad de inicio, M (DE), afios

Tratamientos previos para trastorno por consumo de sustancias
Trastorno consumo alcohol — Previo al afio anterior

Trastorno consumo alcohol — En el afio previo

Trastorno consumo cannabis — Previo al afio anterior

Trastorno consumo cannabis — En el afio previo

Trastorno consumo opioides — Previo al afio anterior

Historia familiar de trastorno por consumo de sustancias disorders

9 (100%)
30,44 (9,28)
6 (66,7%)
4 (44,4%)
11,1%)
11,1%)
11,1%)
11,1%)

(
(
(
(
(
(77,8%)

1
1
1
1
7

Notas. M = media; DE = desviacion estandar. Porcentajes calculados para una N =9.

Dias de consumo de cocaina, retenciéony
adherencia al tratamiento

Dias de consumo de cocaina

En cuanto al consumo de cocaina autoinformado, de las
semanas 10 a 12, tres sujetos (33,3%) informaron un consu-
mo de cocaina inferior al 20% (80% de dias sin consumo),
y dos (22,2%) desde el inicio. Sin embargo, estos hallaz-
gos no fueron significativos. Ninguno de los participantes
mostré menos del 20% de analisis de orina positivos desde
las semanas 10 a 12. El porcentaje medio de muestras de
orina negativas para los metabolitos de cocaina de todas las
muestras programadas entre las semanas 5 y 12 del periodo
de tratamiento fue del 15,8%.

Retencion y adherencia al tratamiento

Un total de siete (77,8%) sujetos completaron las 16 semanas
del estudio. Uno (11,1%) completd 12 semanasy otro (11,1%)
abandond durante las 4 semanas del estudio. De acuerdo con
el analisis cuantitativo urinario de isoflavonas, ocho (88,9%)
participantes siguieron el tratamiento durante el estudio, y
solo uno (11,1%) no lo hizo (las concentraciones de isoflavo-
nas en orina estaban por debajo del limite de deteccién).

Otros resultados

Clinical Global Impression (CGl)

No se observaron diferencias a lo largo del estudio para
cada participante respecto a los cambios en las puntuacio-
nes de la escala CGI, tanto en la subescala de evaluaciéon
de gravedad (CGI-S) como en la de evaluaciéon de mejoria

(CGI-I) (Tabla 2).

Addiction Severity Index Lite (ASI-lite)

No se observaron diferencias durante las semanas del es-
tudio en las puntuaciones de las 7 areas evaluadas por la
escala ASI-Lite.

Severity Dependence Scale (SDS)

La puntuaciéon SDS mostré una disminucién estadistica-
mente significativa entre el inicio y las 12 semanas, entre el
inicio y las 16 semanas y entre las semanas 12 y 16 (Tabla 2).

Cocaine Selective Severity Assessment (CSSA)
Los valores en la GSSA disminuyeronaunque sin alcanzar
significacion estadistica (Tabla 2).

Brief Substance Craving Scale (BSCS)
Los valores en la escala BSCS disminuyeron aunque sin
alcanzar significacion estadistica (Tabla 2).

SF-36 Health Survey (SF-36)

En el caso del cuestionario SF-36, se observaron aumentos
en las puntuaciones en algunas areas. Las areas funcion fisi-
ca, rol fisico, salud general, vitalidad, rol emocional y salud
mental aumentaron sus puntuaciones pero no significativa-
mente. Las puntuaciones de dolor corporal disminuyeron
desde el inicio a las 12 semanas pero no significativamente;
desde el inicio a las 16 semanas la disminucién fue esta-
disticamente significativa, pero aumentaron las puntuacio-
nes de 12 a 16 semanas de forma significativa. El area de
funcién social mejord sus puntuaciones desde el inicio a
las 12 semanas y desde el inicio a las 16 semanas signifi-
cativamente, y entre 12 y 16 semanas el aumento no fue
estadisticamente significativo (Tabla 2).

Otras escalas psiquidtricas
Durante la sesion de seleccion y a lo largo del estudio, nin-
guno de los participantes present6 cambios significativos en
las puntuaciones de las escalas HRBS, HAM-D y C-SSRS.
Durante la sesién de seleccion los participantes presenta-
ron valores de CIWA-Ar de acuerdo con los criterios de
inclusion.

No se observaron efectos adversos secundarios graves a
lo largo del estudio.

Discusion
Los resultados de este estudio no permiten realizar una afir-
macion concluyente sobre la posible eficacia de las isoflavo-
nas de soja como tratamiento del trastorno por consumo de
cocaina, porque la variable principal de reduccién autoin-
formada del consumo de cocaina no es estadisticamente
significativa y no esta confirmada por las determinaciones
de orina de metabolitos de cocaina,como medidas objeti-
vas, y otras variables de resultado no son significativas. No
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Tabla 2

Puntuaciones absolutas en los instrumentos de evalacién clinica (n = 9)

12 semanas, M

16 semanas, M Diferencias entre

Escala Basal, M (DE) (DE) (DE) ANOVA-1F p valor grupos*
caGl
CGI-S 2,78 (1,64) 2,89 (1,45) 3,33 (1,50) 0,429 NS
CGI-l 3,78 (0,67) 3,67 (2) 3,33(1,41) 0,415 NS
SDS 12,11 (3,92) 8,11 (4,99) 6,33 (3,74) < 0,001 a,Bc
CSSA 26,56 (1,93) 25,56 (25,42) 24,78 (17,23) 0,902 NS
BSCS 9,00 (3,50) 7,11 (4,70) 6,56 (3,64) 0,128 NS
SF-36
Funcioén fisica 92,78 (8,33) 93,33(7,91) 96,11 (6,01) 0,132 NS
Rol fisico 71,52 (36,39) 72,92 (27,60) 82,64 (22,05) 0,132 NS
Dolor corporal 80(19,87) 67,78 (31,77) 70,11 (26,79) 0,001 NS, b, C
Salud general 54,44 (20,47) 60,78 (21,02) 69,33 (18,75) 0,220 NS
Vitalidad 41,66 (18,22) 52,77 (21,45) 57,64 (21,60) 0,266 NS
Funcion social 63,89 (15,86) 66,67 (26,52) 70,83 (25) 0,001 A b, NS
Rol emocional 60,18 (39,48) 60,18 (32,21) 63,89 (31,73) 0,584 NS
Mental Health 47,78 (20,93) 56,11 (22,88) 61,11 (19,65) 0,16 NS
HRBS 3(5,24) 1,67 (2,45) 1,78 (2,95) 0,696 NS
HAM-D 3,44 (3,61) 5,78 (5,93) 3,11 (3,51) 0,24 NS
C-SSRS 0 1,22 (3,67) 1,22 (3,67) 0,29 NS

Nota. M = media; DE = desviacién estdndar.

Nota. CGI = Clinical Global Impression; CGI-S (measures disorder severity) and CGl-l (measures disorder improvement during the consultations); SDS = Severity
Dependence Scale; CSSA = Cocaine Selective Severity Assessment; BSCS = Brief Substance Craving Scale; SF-36 = SF-36 Health Survey; HRBS = HIV Risk-Taking

Behaviour Scale; C-SSRS = Columbia Suicide Severity Rating Scale.

Nota. ANOVA-TF = ANOVA de un factor de medidas repetidas (tiempo) NS = diferencias no significativas.
Nota. Diferencias significativas del test de Tukey post-hoc (p <,05) entre condiciones se indican son una “a" (basal-12 semanas), “ b” (basal-16 semanas), “c” (12
semanas-16 semanas). Diferencias significativas del test de Tukey post-hoc (p <,01) se indican con una “A” (basal-12 semanas ), “B" (basal-16 semanas ), “C" (12

semanas-16 semanas).

obstante, nuestros resultados muestran que el tratamiento
con 1soflavonas de soja podria producir una reduccién de
los dias de consumo de cocaina autoinformados, aunque
el aumento en el nimero de pacientes que informaron un
consumo de cocaina inferior al 20% no fue significativo y
no fue posible, sin embargo, confirmar esta disminucién
mediante la deteccién de metabolitos urinarios de cocai-
na. La intervencién mejord la retencién, dio lugar a una
adherencia adecuada, redujo la gravedad del consumo de
cocaina y aumento la calidad de vida de los participantes.
El porcentaje de analisis de orina positivos para metabolitos
de cocaina que observamos es similar al de otros autores en
relaciéon con el tratamiento del trastorno por consumo de
cocaina. Un estudio reciente en pacientes con dependencia
concurrente de cocaina y opioides informé una reduccion
significativa de orinas positivas para cocaina durante 12
semanas de tratamiento con disulfiram frente a placebo,
con porcentajes del 79% en la semana 1-2 del estudio al
63% en la semana 11-12 (Kampangkaew et al., 2019). Sin
embargo, el porcentaje de positivos al finalizar el estudio no
fue inferior al 20% (un valor que se considera un resultado
positivo en nuestro estudio), como reportamoos desde las
semanas 10 a 12. No obstante, cabe destacar que, segiin el
autorregistro del consumo diario, en nuestro estudio tres
sujetos (33,3%) declararon un consumo inferior al 20% en-
tre las semanas 10 y 12, y dos desde el inicio, aunque la
diferencia no fue significativa. Teniendo en cuenta que los

participantes eran pacientes con un trastorno grave, dicho
resultado podria ser un indicador de la reduccion de la fre-
cuencia de consumo de cocaina. Una posible razon de que
esto no fuera corroborado por los analisis de orina podria
deberse al hecho de que estos se realizaron tres veces por
semana. Teniendo en cuenta la semivida de eliminacién
de los metabolitos de la cocaina (6—8 horas para la benzoi-
lecgonina y 3-8 horas para el éster metilico de ecgonina)
(Farré et al., 1997), algunos dias autoinformados como de
no consumo podrian haber resultado positivos. Ademas, las
muestras de orina no recogidas se consideraron positivas.

Teniendo en cuenta que todos los participantes presen-
taban un trastorno grave por consumo de cocaina, las tasas
de retencién al tratamiento con isoflavonas de soja fueron
muy positivas. Siete sujetos (77,8%) completaron el estu-
dio a las 16 semanas y uno (11,1%) lo abandon6 a las 12
semanas. Una cifra superior a la encontrada en la litera-
tura, donde habitualmente se citan tasas de retencién al
tratamiento para el trastorno por consumo de cocaina del
50% (Stotts et al., 2007). El analisis de las concentraciones
urinarias de daidzeina, genisteina y equol también propor-
cion6 resultados positivos en cuanto a la buena adherencia
al tratamiento con isoflavonas de soja. Ocho (88,9%) de los
participantes siguieron una toma correcta. La buena tole-
rancia de las isoflavonas de soja a lo largo de las semanas
del estudio apoya las elevadas tasas de adherencia al trata-
miento.
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Observamos resultados relevantes que indican que el
tratamiento con isoflavonas de soja reduce la gravedad y
el “craving” del consumo de cocaina, tal y como se habia
indicado previamente en estudios con animales (Martin et
al., 2021; Yao et al., 2010). Se observé una reduccién signifi-
cativa de las puntuaciones de la escala SDS a lo largo de las
semanas del estudio, y una disminucion de las puntuaciones
de las escalas BSCS y GSSA, aunque sin alcanzar significa-
cidn estadistica. Estudios previos con tratamiento antipsico-
tico para el trastorno por consumo de cocaina no describie-
ron una reduccién en la gravedad del consumo de cocaina
con las escalas ASI-lite y CGI (Alvarez et al., 2013) como
encontramos en nuestro estudio. Sin embargo, no emplea-
ron otras escalas especificas como la SDS, CSSA y BSCS.

Se obtubieron datos prometedores en salud global que
muestran una mejoria en areas especificas del cuestionario
SF-36 (dolor corporal, funcién social). Ademas, los aumen-
tos en otras areas, aunque no estadisticamente significati-
vos, refuerzan el posible uso del tratamiento con isoflavo-
nas de soja para el trastorno por consumo de cocaina.

Varios estudios con animales han sugerido que las isofla-
vonas tienen efectos antidepresivos a través de la regulacion
de la transcripcion del BDNF en el cerebro (Lu et al., 2019;
Tantipongpiradet et al., 2019). Otros estudios en animales
sugieren que el BDNF tiene un papel importante en el tras-
torno por consumo de cocaina, atenuando durante largo
tiempo la recaida en la basqueda de cocaina (Li y Wolf,
2015; McGinty, 2022). Estos podrian ser otra hip6tesis para
explicar los posibles efectos de las isoflavonas en el trastor-
no por consumo de cocaina.

Limitaciones

Se encontraron algunos resultados positivos en este estu-
dio; sin embargo, existen algunas limitaciones. La mas im-
portante es el hecho de que se trata de un estudio piloto
abierto, y la muestra fue pequena, lo que limita la potencia
estadistica y la generalizacion. La falta de estudios previos
en humanos nos llevé a realizar este estudio piloto para
evaluar posibles hipotesis sobre el uso de isoflavonas de soja
en el trastorno por consumo de cocaina. Para poder reali-
zar una evaluacion concluyente de la eficacia de las isofla-
vonas de soja y teniendo en cuenta que en este ensayo solo
tres parametros mostraron mejorias significativas, debe
Investigarse una muestra mayor y compararse con una
condicién control. Aunque, de acuerdo con la semivida de
eliminaciéon de los metabolitos de la cocaina, los analisis
de orina se realizaron solo tres veces por semana, podria
existir la posibilidad de algunos dias de consumo no detec-
tados. Las dosis de isoflavonas estuvieron en consonancia
con las habitualmente recomendadas para los sintomas cli-
matéricos de la menopausia. Desconocemos si dosis mas
altas podrian proporcionar mejores resultados. Tampoco
conocemos el posible efecto de las isoflavonas (daidzeina y

genisteina) cuando se toman por separado, ya que utiliza-
mos un compuesto que las contenia en una combinacion
fija. Aunque se aconsejo a los pacientes evitar productos
de soja, no hubo un control formal de la nutricién basada
en soja; por otro lado, al inicio, siete (77,8%) de ellos refi-
rieron no tomar nunca derivados de soja y dos (22,2%) no
tomarlos habitualmente. Ademas, fue criterio de exclusiéon
estar bajo tratamiento con derivados de soja por otra ra-
zén. Como solo una mujer participé en el estudio, no se
pudieron evaluar posibles diferencias entre sexos.

Conclusiones

Nuestros resultados preliminares sugieren la posible accién
del tratamiento con isoflavonas de soja en la reduccién de
los dias de consumo de cocaina. De acuerdo con nuestros
resultados, tres sujetos (33,3%) informaron un consumo de
cocaina inferior al 20% durante el periodo de 10 a 12 se-
manas de tratamiento, aunque no se observéd abstinencia
completa en los analisis de orina.. Los datos también su-
gieren que el tratamiento con isoflavonas de soja podria
mejorar la retencién en el tratamiento, reducir la gravedad
del trastorno por consumo de cocaina y mejorar la calidad
de vida de los pacientes. Las isoflavonas de soja fueron bien
toleradas y se observo una buena adherencia. Sobre la base
de estos resultados, se necesitan estudios controlados con
placebo y tamaifio muestral adecuado para evaluar si las
1soflavonas de soja pueden ser eficaces en el tratamiento del
trastorno por consumo de cocaina. Finalmente, basandose
en nuestros resultados y en las perspectivas emergentes en
el tratamiento de los trastornos por consumo de sustancias,
la investigacion futura deberia considerar estrategias no
basadas exclusivamente en la abstinencia como objetivo
terapéutico. Estas deberian centrarse en mejorar la reten-
cién en el tratamiento, reducir la gravedad del trastorno
por consumo de cocaina y mejorar la calidad de vida de
los pacientes. Este estudio representa un paso pionero en la
exploracion de tratamientos alternativos para el trastorno
por consumo de cocaina. Dada la actual falta de opciones
terapéuticas efectivas para esta condicién, es particular-
mente relevante seguir investigando los posibles efectos de
las isoflavonas en este contexto.
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consentimiento informado de todos los sujetos involucra-
dos en el estudio. Este consentimiento incluia la publica-
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Resumen

Los estudios preclinicos sugicren que la estimulacion del sistema de
recompensa cerebral mediante dietas ricas en grasa (DRG) podria actuar
como un reforzador alternativo. El objetivo principal del presente estudio
fue evaluar el efecto de una exposicién limitada e intermitente a una DRG,
administrada durante y después de la exposiciéon a Derrota Social (DS),
sobre una dosis no efectiva de la Preferencia de Lugar Condicionado (PLC)
inducida por cocaina. El Experimento 1 consistié6 en modular los episodios
de DS con tres patrones diferentes de acceso a la DRG: acceso de 1 hora
antes de cada sesion de DS; acceso de 2 horas tres dias a la semana durante
las dos semanas de exposicion a DS; y acceso de 2 horas, 4 horas después de
cada DS. El Experimento 2 consistié6 en modular los efectos del estrés sobre
la adquisicion de la PLC con tres patrones de acceso a la DRG: acceso de 1
hora antes de cada sesion de condicionamiento; acceso de 2 horas tres dias a
la semana durante el periodo de dos semanas de la PLC; y acceso de 2 horas
tres dias a la semana desde el Gltimo episodio de DS hasta el final de la PLC.
La DRG administrada durante el periodo de episodios de DS contrarresto el
aumento de la sensibilidad que la DS produce sobre los efectos reforzadores
de la cocaina. El acceso a la DRG antes de la sesion de condicionamiento
o tres dias a la semana (PLC-DS-LXV) durante la adquisiciéon del PLC
bloqueé este aumento de sensibilidad. En el estriado, la DS indujo una
disminucién en la expresion génica del receptor cannabinoide tipo 1 (ChI7),
no afectada por la DRG, y un aumento en la expresion del gen del receptor
1 de la hormona liberadora de corticotropina (Crhrl), excepto en los ratones
alimentados con DRG después de los encuentros de DS. Nuestros hallazgos
indican que una pequefia ingesta de DRG puede atenuar el aumento
inducido por el estrés social en las propiedades reforzantes de la cocaina.

Palabras clave: derrota social, ratones machos, cocaina, dieta rica en grasa

Abstract

Preclinical studies suggest that stimulation of the brain’s reward system by
high-fat diets (HFD) could act as an alternative reinforcer. The main aim
of the present study was to evaluate the effect of a limited and intermittent
exposure to an HFD administered during and after exposure to Social
Defeat (SD) on a non-effective dose of cocaine-induced Conditioned Place
Preference (CPP). Experiment 1 consisted of modulating SD episodes with
three different patterns of HFD access: 1h access before each session of SD;
2h access three days a week during the two weeks of SD exposure; and 2h
access 4h after each SD. Experiment 2 consisted of modulating the effects
of stress on CPP acquisition with three patterns of HFD access: 1h access
before each conditioning session; 2h access three days a week throughout
the two-week period of the CPP; and 2h access three days a week from the
last SD episode to the end of CPP. HFD administered during the period
of SD episodes counteracted the increased sensitivity that SD produces on
the reinforcing effects of cocaine. Access to HFD before the conditioning
session or three days a week (CPP-SD-MWF) during the acquisition of CPP
blocked this increased sensitivity. In the striatum, SD induced a decrease in
the cannabinoid 1 receptor (Cb/7) gene expression, not affected by HFD,
and increased corticotrophin releasing hormone receptor 1 (Crhirl) gene
expression, except for those mice fed on HFD after SD encounters. Our
findings indicate that a small intake of HFD may attenuate the social stress—
induced increase in the rewarding properties of cocaine.

Key words: social defeat, male mice, cocaine, high-fat diet
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l estrés es ampliamente reconocido como un

factor central en el inicio, la progresién y la per-

sistencia de las conductas adictivas (Buchanan y

Lovallo, 2019; Burke y Miczek, 2015; Volkow y
Blanco, 2023), desempefiando un papel crucial en el es-
tado emocional negativo causado por la dependencia,
que conduce tanto a la abstinencia de sustancias (Koob,
2009) como a episodios de recaida (Koob, 2010; Koob y
Volkow, 2010). El estrés social destaca como un estresor
particularmente significativo en los seres humanos, surgi-
do de las relaciones interpersonales y del entorno contex-
tual en el que se desarrollan los individuos (Carnevali et
al., 2020; Dickerson y Kemeny, 2004). Dado el profundo
impacto fisico y psicolégico del estrés social en humanos,
se han establecido modelos animales, como el paradigma
de derrota social (DS), para investigar sus consecuencias
neurobiologicas (Miczek et al., 2008; Shimamoto, 2018).
Los estudios preclinicos que utilizan el modelo de DS han
revelado que la exposicion al estrés social produce efectos
duraderos (Wang et al., 2021), incluyendo una reducciéon
en la conducta exploratoria y en la interacciéon social (Bur-
ke et al., 2011; Shimizu et al., 2020), un aumento de la
ansiedad (Weathington y Cooke, 2012), un incremento del
consumo de etanol (Arenas et al., 2025; Reguilén et al.,
2020; Reguilén et al., 2021), y una mayor sensibilidad a las
propiedades reforzantes condicionadas de psicoestimulan-
tes como la cocaina, tanto en roedores adolescentes (Burke
et al., 2016; Burke y Miczek, 2015; Rodriguez-Arias et al.,
2018) como adultos (Ballestin et al., 2021; Ferrer-Pérez et
al., 2018; Giménez-Goémez et al., 2021; Montagud-Rome-
ro et al., 2015; Montagud-Romero, 2016; Rodriguez-Arias
etal., 2017).

El estrés también influye en los habitos nutricionales.
Los estudios clinicos indican que los individuos expues-
tos al estrés tienen mas probabilidades de aumentar su
consumo de alimentos altamente palatables (Kim et al.,
2013; Konttinen, 2020; Linders et al., 2022), debido a
sus propiedades de alivio emocional, que ayudan a miti-
gar el malestar psicolégico (Dallman et al., 2003; Gemesi
et al., 2022). De hecho, el consumo de dichos alimentos
en humanos reduce los niveles plasmaticos de cortisol y la
percepcion de estrés (Herhaus et al., 2020; Leigh Gibson,
2006). Hallazgos paralelos en modelos animales muestran
que los roedores bajo estrés cronico prefieren dietas ricas
en grasa (DRG) sobre la dieta estandar (STD) (Packard et
al., 2014; Pecoraro et al., 2004), atenuando asi respuestas
fisiologicas al estrés agudo, como la hiperactividad del eje
hipotalamo-hipéfiso-adrenal (HHA) (Kalyani et al., 2016;
Linders et al., 2022; Ulrich-Lai et al., 2011). Cabe desta-
car que un estudio previo de nuestro grupo demostré que
los ratones aislados durante la adolescencia que fueron ex-
puestos intermitentemente a DRG mostraron niveles signi-
ficativamente menores de corticosterona en comparaciéon
con los controles aislados que recibieron Gnicamente dieta

estandar (Blanco-Gandia et al., 2018), sugiriendo un efecto
amortiguador del estrés por parte de la comida palatable.

Por tanto, el estrés social aumenta las propiedades re-
forzantes tanto de los psicoestimulantes (Montagud-Ro-
mero et al., 2015; Peleg-Raibstein et al., 2016) como de
las dietas palatables (Kim et al., 2013), potencialmente a
través de mecanismos neurobiologicos compartidos. De
forma similar a las sustancias adictivas, los alimentos hiper-
caléricos ricos en grasa y/o aztcar aumentan los niveles
de dopamina en el nicleo accumbens (NAcc) (DiLeone et
al., 2012; Pitman y Borgland, 2015), con la activacién de
varias estructuras clave del sistema de recompensa, como
el area tegmental ventral (ATV), la corteza prefrontal y la
amigdala (de Macedo et al., 2016; Volkow et al., 2013).
Una creciente evidencia sugiere que las intervenciones die-
téticas pueden influir en las respuestas a las drogas y en
la vulnerabilidad a la adiccion. Por ejemplo, la exposicion
a DRG modula la sensibilidad al alcohol y la cocaina, ya
sea potenciando la respuesta de recompensa (Avena et al.,
2008; Blanco-Gandia et al., 2017a; Blanco-Gandia et al.,
2017b; Puhl et al., 2011) o funcionando como un refuerzo
alternativo en estados emocionales negativos inducidos por
la abstinencia de drogas (Blanco-Gandia et al., 2017c). De
hecho, tanto la administracién continua (Blanco-Gandia et
al., 2017¢) como la intermitente (Rédenas-Gonzalez et al.,
2021) de DRG durante la abstinencia de cocaina facilita
el aprendizaje de extincién e inhibe la reinstauracién de
conductas de busqueda de cocaina, ademas de reducir los
sintomas conductuales de abstinencia (Loebens y Barros,
2003). Hemos observado previamente que el deterioro in-
ducido por EtOH en la recuperacion de la memoria espa-
cial estd ausente en ratones expuestos a acceso continuo
o intermitente a DRG, aunque los déficits en la memoria
aversiva persisten (Del Olmo et al., 2019). En relacién con
los trastornos por consumo de alcohol, el patron de expo-
sicion a DRG y la condicion de estrés parecen ser criticos.
Los atracones prolongados o el acceso continuo a DRG
durante la adolescencia aumentan los efectos reforzantes
de EtOH (Blanco-Gandia et al., 2017b). Sin embargo, un
estudio reciente sugiere que el acceso intermitente a DRG
previene eficazmente el aumento inducido por el estrés en
el consumo de etanol (Arenas et al., 2025). Estos resultados
resaltan la estrecha relacion entre DRG, estrés y adiccion,
que interactiian no solo dentro del circuito dopaminérgico
y del eje HHA, sino también con los sistemas cannabinoide
y opioide (Cristino et al., 2014; Parylak et al., 2012; Saka-
moto et al., 2015).

La convergencia de estos tres factores (estrés, consumo
de drogas de abuso y habitos nutricionales) es particular-
mente critica durante la adolescencia, un periodo en el cual
los cambios estructurales en muchas regiones limbicas y
corticales pueden ser alterados por estos factores (Baladi et
al., 2012; Daws et al., 2011; Spear, 2000). Durante este pe-
riodo, los individuos muestran una sensibilidad reforzada a
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la recompensa, lo que los hace mas vulnerables a los efectos
reforzantes de las drogas (Steinberg, 2010). Sin embargo,
la influencia del consumo de comida palatable sobre el au-
mento de los efectos reforzantes de la cocaina inducidos
por el estrés social en animales adolescentes permanece sin
explorar.

Considerando las vias neurobiolégicas superpuestas es-
timuladas por la DRG vy las drogas de abuso, y su modu-
lacién por los sistemas relacionados con el estrés, plantea-
mos la hipétesis de que la ingesta de DRG puede influir en
el desarrollo de la PLC inducida por cocaina en ratones
adolescentes, particularmente cuando se utilizan dosis su-
bumbral de cocaina. Para poner a prueba esta hipodtesis,
nuestro estudio se disefi6 para explorar dos aproximaciones
diferentes. En el primer experimento, modulamos los epi-
sodios de DS con la administracién de DRG; en el segundo
experimento, después de que los animales hubieran sido
expuestos al estrés, la adquisicion de la PLLC de cocaina fue
modulada por la administraciéon de DRG. Los receptores
mu opioides son modulados por la DRG, contribuyendo
a los efectos reforzantes y al valor hedénico de la comida
palatable (Mahdavi et al., 2023). Hallazgos previos indi-
can una reduccion en la expresion del gen del receptor mu
opioide en el NAcc tras una administracion tipo atracon de
DRG (Blanco-Gandia et al., 2017a; Blanco-Gandia et al.,
2017b; Martire et al., 2014; Ong et al., 2013), mientras que
la exposicién continua parece aumentar su expresion (Blan-
co-Gandia et al., 2017¢; Smith et al., 2002). Por otro lado,
los receptores CB1 también estan implicados en las propie-
dades reforzantes de la comida palatable, particularmente
la DRG (Friuli et al., 2025). Nuestro grupo de investigacion
informé de una reduccién en la expresion génica de CBlr
en el NAcc tras la exposicion a DRG (Blanco-Gandia et
al., 2017a; Blanco-Gandia et al., 2017c). En conjunto, estos
hallazgos sugieren que la ingesta de alimentos puede mo-
dular no solo los sistemas dopaminérgicos sino también los
no dopaminérgicos, incluidos los sistemas cannabinoide y
opioide. Dada la implicacién de los sistemas opioide y can-
nabinoide, asi como del eje HHA, en el estrés, la adiccion
y la recompensa de la comida palatable, también evalua-
mos la expresion génica del receptor mu opioide (Oprm),
del receptor cannabinoide 1 (Cb1r), y del receptor 1 de la
hormona liberadora de corticotropina (Crhrl) en el cuerpo
estriado al final de los experimentos.

Material y métodos

Sujetos

Un total de 180 ratones machos de la cepa exogamica OF1
en el DPN 42 fueron adquiridos comercialmente de Char-
les River (Francia). De estos, 30 animales fueron alojados
bajo condiciones estandar de aislamiento y se utilizaron
como residentes agresivos durante el procedimiento de De-
rrota Social (DS). Los 150 ratones experimentales restantes

llegaron al laboratorio en el DPN 21 y fueron alojados en
condiciones estandar en grupos de cuatro (tamano de jaula
28 x 28 %X 14,5 cm), a una temperatura constante (21 £ 2
°C), con un ciclo de luz invertido (luz blanca encendida
19:30-7:30) y comida y agua disponibles ad libitum (ex-
cepto durante las pruebas conductuales). Todos los pro-
cedimientos que involucraron a los ratones y su cuidado
cumplieron con las leyes y regulaciones nacionales, regio-
nales y locales, las cuales estan de acuerdo con la Directiva
2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo del
22 de septiembre de 2010 sobre la proteccion de los anima-
les utilizados para fines cientificos. El Comité de Uso y Cui-
dado de Animales de la Universidad de Valencia aprob6 el

presente estudio (2017/VSC/PEA/00224).

Drogas

Para la PLC, los animales fueron inyectados i.p. con 1 mg/
kg de clorhidrato de cocaina (Laboratorios Alcaliber S. A.
Madrid, Espaiia) diluido en solucién salina fisiologica. La
dosis de 1 mg/kg de cocaina utilizada para inducir PL.C
se basé en estudios previos (Maldonado et al., 2006; Vi-
dal-Infer et al., 2012), donde se demostrd que es una dosis
subumbral que no es efectiva en animales estandar.

Disefio experimental

Tras 5 dias de adaptacion en el bioterio, en el DPN 26,
los ratones fueron expuestos a DS, excepto los grupos de
exploraciéon (EXP). Después de la altima sesion de DS/
EXP, los animales permanecieron en el bioterio durante
tres semanas, alojados en sus respectivas jaulas de origen,
y posteriormente realizaron la PL.C inducida por 1 mg/kg
de cocaina (DPN 55). Tras la finalizacién de todo el proce-
dimiento experimental, los animales fueron eutanasiados
para permitir la obtencién de muestras biologicas.

En este estudio se llevaron a cabo dos experimentos dife-
rentes: el Experimento 1 consistié en modular los episodios
de DS con distintos patrones de acceso a la DRG vy el Ex-
perimento 2 evalu6 como diferentes patrones de acceso a la
DRG modulaban los efectos del estrés sobre la adquisicion
de la PLC. En la Figura 1 se proporciona una descripcién
general y mas detallada de los conjuntos de animales y del
procedimiento experimental de cada experimento.

En el Experimento 1, los animales experimentales (n =
76) fueron expuestos a cuatro episodios de EXP/DS con
diferentes administraciones de DRG durante las dos sema-
nas de exposicién al estrés. Los ratones fueron divididos
aleatoriamente en seis grupos con pesos corporales medios
similares (25—26 g) y asignados a los siguientes grupos:
EXP-STD (ratones no estresados con dicta estandar, n =
12), EXP-PRE (ratones no estresados con 1 h de acceso
a DRG antes de cada sesiéon de exploraciéon, n = 12), DS-
STD (ratones derrotados con dieta estandar, n = 15), DS-
PRE (ratones derrotados con 1 h de acceso a DRG antes de
cada DS, n = 14), DS-LXYV (ratones derrotados con 2 h de

ADICCIONES, 2025 - VOL. 37 N. 4

325



Bloqueo del incremento en los efectos reforzantes de la cocaina inducidos por la derrota social: Efecto de la comida palatable

Figura 1

Disefio experimental

Experimento 1. Acceso intermitente a DRG durante la derrota social
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Experimento 2. Acceso intermitente a DRG durante PLC
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Nota. En el Experimento 1, los ratones se dividieron en seis grupos: EXP-STD (ratones no estresados con dieta estandar), EXP-PRE (ratones no estresados con
1 h de acceso a DRG antes de cada sesion de exploracién), DS-STD (ratones derrotados con dieta estandar), DS-PRE (ratones derrotados con 1 h de acceso

a DRG antes de cada DS), DS-LXV (ratones derrotados con 2 h de acceso a DRG los lunes, miércoles y viernes durante las dos semanas de DS, accediendo a

la DRG después de las sesiones de DS en los dias solapados) y DS-POST (ratones derrotados con 2 h de acceso a la DRG tras 4 h de un episodio de DS). En el
Experimento 2, los ratones se dividieron en ocho grupos: EXP-STD (ratones no estresados con dieta estandar), PLC-EXP-PRE (ratones no estresados con 1 h
de acceso a la DRG antes de cada sesion de condicionamiento), DS-STD (ratones derrotados con dieta estdndar), PLC-DS-PRE (ratones derrotados con 1 h de
acceso a la DRG antes de cada sesion de condicionamiento), PLC-DS-LXV (ratones derrotados con 2 h de acceso a la DRG los lunes, miércoles y viernes duran-
te las dos semanas de PLC) y PLC-DS-Extensa (2 h de acceso a la DRG los lunes, miércoles y viernes, desde el ltimo episodio de DS hasta el final de la PLC),
PLC3-EXP-STD (ratones no estresados con dieta estandar condicionados con 3 mg/kg de cocaina) y PLC3-EXP-PRE (ratones no estresados con 1 h de acceso a

la DRG antes de cada sesién de condicionamiento con 3 mg/kg de cocaina).

acceso a DRG los lunes, miércoles y viernes durante las dos
semanas de DS, accediendo a la DRG después de la DS en
los dias coincidentes, n = 13) y DS-POST (ratones derrota-
dos con 2 h de acceso a la DRG tras 4 h de un episodio de
DS, n = 10). Tres semanas después del altimo DS, todos los
grupos realizaron la PLC inducida por cocaina.

En el Experimento 2 (n = 80), los ratones fueron dividi-
dos aleatoriamente en seis grupos con pesos corporales me-
dios similares (2526 g) y asignados a los siguientes grupos:
EXP-STD (ratones no estresados con dieta estandar, n =
12), PLC-EXP-PRE (ratones no estresados con 1 h de ac-
ceso a la DRG antes de cada sesiéon de condicionamiento,
n = 12), DS-STD (ratones derrotados con dieta estandar, n
= 15), PLC-DS-PRE (ratones derrotados con 1 h de acceso
a la DRG antes de cada sesién de condicionamiento, n =
15), PLC-DS-LXYV (ratones derrotados con 2 h de acceso a
la DRG los lunes, miércoles y viernes durante las dos sema-
nas de PLC, n = 15) y PLC-DS-Extensa (2 h de acceso a la
DRG los lunes, miércoles y viernes, desde el altimo episo-
dio de DS hasta el final de la PLC, n = 11). Para minimizar

el uso innecesario de ratones, los grupos designados como
EXP-STD y DS-STD en el Experimento 1 consistieron en
los mismos ratones utilizados en el Experimento 2.

Se emplearon dos grupos adicionales de ratones (n = 21)
para evaluar el efecto de la DRG sobre la PLC inducida
por 3 mg/kg de cocaina, denominados PLC3-EXP-STD
(ratones no estresados con dieta estandar, n = 11) y PLC3-
EXP-PRE (ratones no estresados con 1 h de acceso a la
DRG antes de cada sesion de condicionamiento, n = 10).

Condiciones de alimentacién

En el estudio se administraron dos tipos diferentes de dieta.
A los grupos control se les proporcioné una dieta estandar
(Teklad Global Diet 2014, 13 % Kcal grasa, 67 % Kcal
carbohidratos y 20 % Kecal proteina; 2,9 kcal/g; sin azu-
cares afladidos), y a los grupos de dieta rica en grasa se
les administr6 de manera limitada una dieta rica en grasa
(TD.06415, 45 % Kcal grasa, 36 % Kcal carbohidratos y
19 % Kcal proteina; 4,6 Kcal/g; el 20 % de los carbohidra-
tos son sacarosa). Ambas dietas fueron suministradas por
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Harlan Laboratories Models, S. L. (Barcelona, Espana) y
seran referidas de ahora en adelante como dieta estandar,
mientras que el acceso esporadico y limitado a la comida
rica en grasa sera referido como DRG. La dicta estandar ad
libitum y el agua estuvieron siempre disponibles libremente
en sus jaulas de origen. Los animales fueron pesados cada
semana a lo largo del estudio, y también se midio su ingesta
diaria de dieta estandar en su jaula de origen.

Encuentros repetidos de derrota social

Los animales del grupo correspondiente fueron expuestos
a cuatro episodios de DS, cada uno con una duracion de
25 min. Cada episodio constaba de tres fases, que comen-
zaban colocando al animal experimental o intruso en la
jaula de origen del oponente agresivo o residente durante
10 min. Durante esta fase inicial, el intruso estaba protegi-
do del ataque mediante una pared de malla metalica que
permitia la interaccién social y la emision de amenazas ti-
picas de la especie por parte del residente macho agresivo
(Covington y Miczek, 2001). En la segunda fase, la malla
metalica se retiraba de la jaula y comenzaba un periodo
de confrontacion de 5 min. En la tercera fase, la malla me-
talica se volvia a colocar durante 10 min para permitir las
amenazas sociales del residente. Los ratones fueron expues-
tos a DS en los dias postnatales (DPNs) 26, 29, 32 y 35.
El grupo de exploracion (EXP) siguié el mismo protocolo,
pero sin la presencia de un ratén residente en la jaula. Tras
esta ultima fase, los animales permanecieron en el bioterio
durante tres semanas, alojados en sus respectivos grupos.

Preferencia de Lugar Condicionado

Para el condicionamiento de lugar, utilizamos 16 cajas idén-
ticas de Plexiglas con dos compartimentos de igual tamaiio
(30,7 cm largo X 31,5 cm ancho X 34,5 cm alto) separados
por un area central gris (13,8 cm largo X 31,5 cm ancho X
34,5 cm alto). Los compartimentos tenian paredes de distin-
to color (negro vs blanco) y diferentes texturas de suelo (rejilla
fina en el compartimento negro y rejilla ancha en el blanco).
Cuatro haces de luz infrarroja en cada compartimento de la
cajay sels en el area central permitian registrar la posiciéon
del animal y los cruces entre compartimentos. El equipo se
controlaba mediante dos ordenadores IBM PC utilizando el

software MONPRE 27 (CIBERTEC S.A., Espaiia).

Adquisicién de la PLC

El procedimiento de condicionamiento de lugar, no sesga-
do en cuanto a la preferencia espontanea inicial, se realizo
segin lo descrito previamente (Maldonado et al., 2006) y
const6 de tres fases. En resumen, en la primera fase, cono-
cida como Pre-Condicionamiento (Pre-C), los ratones en
el DPN 55 tuvieron acceso a ambos compartimentos del
aparato durante 15 min (900 s) al dia durante 3 dias. En el
dia 3, se registré el tiempo pasado en cada compartimento
durante un periodo de 900 s, y los animales que mostraron

una fuerte aversion no condicionada (menos del 33% del
tiempo de sesién) o preferencia (mas del 67%) por algin
compartimento fueron excluidos del resto del experimen-
to. Dos animales derrotados con dieta estandar cumplieron
estos criterios y fueron excluidos de los grupos DS-STD
(n = 13) y DS-STD (n = 13) de los Experimentos 1 y 2,
respectivamente. La mitad de los animales de cada gru-
po recibié la droga o el vehiculo en un compartimento, y
la otra mitad en el otro compartimento. Tras asignar los
compartimentos, no se detectaron diferencias significativas
en el tiempo pasado en los compartimentos asociados a
la droga y al vehiculo durante la fase de precondiciona-
miento. En la segunda fase (condicionamiento), que dur6
4 dias, los animales recibieron una inyeccion de solucion
salina fisiol6gica inmediatamente antes de ser confinados
en el compartimento asociado al vehiculo durante 30 min.
Después de un intervalo de 4 h, recibieron una inyeccién
de cocaina inmediatamente antes de ser confinados en el
compartimento asociado a la droga durante 30 min. En
ambos casos, el confinamiento se realizé cerrando la puerta
tipo guillotina que separaba los dos compartimentos, ha-
ciendo inaccesible el area central. En la tercera fase, co-
nocida como post-condicionamiento (Post-C), se retir6 la
puerta guillotina que separaba los dos compartimentos (dia
8) y se registrd el tiempo pasado por los ratones no tratados
en cada compartimento durante un periodo de observa-
ci6n de 900 s. La diferencia en segundos entre el tiempo
pasado en el compartimento asociado a la droga durante la
prueba Post-C y la fase Pre-C es una medida del grado de
condicionamiento inducido por la droga. Si esta diferencia
es positiva, entonces la droga ha inducido una preferencia
por el compartimento asociado a ella, mientras que lo con-
trario indica que se ha desarrollado una aversion.

Andlisis de expresion génica: aislamiento de
ARN y RT-PCR cuantitativa

Al final de los experimentos, los animales fueron eutana-
siados por dislocacion cervical y los cerebros se extrajeron
inmediatamente del cranco y se colocaron sobre una placa
fria. El cuerpo estriado fue disecado y las muestras de tejido
cerebral se almacenaron inmediatamente a -80 °C hasta
que se realizo el ensayo de rt-PCR (n = 8/condicion).

El ARN total del cuerpo estriado se aislo utilizando el
método Tri Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
segtn lo descrito en el protocolo del fabricante. La retro-
transcripcion de 1 mg de ARN total se realizé utilizando el
kit Transcriptor First Strand cDNA (Thermo Fisher Scien-
tific, Madrid, Espana). La amplificaciéon de los genes diana
y de mantenimiento ([3-glucuronidasa) se realizé utilizando
el Tagman Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, Madrid, Espafia) en un sistema LightCycler 480
(Roche Diagnostics), siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. Los codigos de ensayo de los cebadores utilizados
fueron MmO01212171, MmO01188089 y Mm00432670 para
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el receptor cannabinoide 1 (Cbl7), el receptor opioide p
(Oprm) y Crhrl, respectivamente. Los datos se analizaron
utilizando el software de cuantificacién relativa LightCy-
cler 480 y se normalizaron con respecto al producto de
amplificaciéon de [3-glucuronidasa o Gusb (Mm00446953).

Anadlisis estadisticos

Los datos relacionados con el porcentaje de aumento de
peso corporal se analizaron mediante un ANOVA mix-
to, con una variable intergrupos -Dieta-, con 6 niveles
(EXP-STD, EXP-PRE, DS-STD, DS-PRE, DS-LXV,
DS-POST) para el Experimento 1 y 6 niveles (PLC-EXP,
PLC-EXP-PRE, PLC-DS, PLC-DS-PRE, PLC-DS-LXYV,
PLC-DS-Extensa) para el Experimento 2, y una variable
intragrupos -Semana-, con 5 niveles. Los datos de la me-
dia de la ingesta total de Kcal se analizaron mediante un
ANOVA unidireccional con la variable intergrupos -Dieta-
(EXP-PRE, DS-PRE, DS-LXYV, DS-POST para el Experi-
mento 1 y PLC-EXP-PRE, PLC-DS-PRE, PLC-DS-LXYV,
PLC-DS-Extensa para el Experimento 2).

Figura 2

Para el procedimiento de PLC, el tiempo pasado en el
compartimento asociado a la droga se analiz6 mediante
dos ANOVA de medidas repetidas, con una variable inter-
grupos -Dieta-, con 6 niveles (EXP-STD, EXP-PRE, DS-
STD, DS-PRE, DS-LXYV, DS-POST para el Experimento
1 y PLC-EXP, PLC-EXP-PRE, PLC-DS, PLC-DS-PRE,
PLC-DS-LXYV, PLC-DS-Extensa para el Experimento 2),
y una variable intragrupos -Dias-, con dos niveles (Pre-C
y Post-C).

Se realizé6 un ANOVA unidireccional para evaluar el in-
dice de condicionamiento (definido como el tiempo pasado
en el lado asociado a la droga menos el tiempo pasado en
el lado asociado al vehiculo) y los datos de expresion géni-
ca, con una variable intergrupos -Grupo- (EXP-STD, DS-
STD, DS-PRE, DS-LXYV, DS-POST para el Experimento
1 y PLC-EXP, PLC-DS, PLC-DS-PRE, PLC-DS-LXV,
PLC-DS-Extensa para el Experimento 2). Las compara-
ciones post-hoc se realizaron mediante pruebas de Bonfe-
rroni. Todos los datos se presentan como media * error
estandar de la media (EEM). Se consideroé estadisticamente

Cambios en el peso corporal y en la ingesta caldrica de los ratones durante los Experimentos 1y 2
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Nota. (a) % de aumento de peso corporal de los ratones a lo largo de las 6 semanas en el Experimento 1. Los datos se representan como la media (+ EEM)

del % de aumento de peso referido al peso corporal inicial (semana 1). ***p <,001 diferencias significativas dentro de cada grupo entre semanas. (b) Kcal por
hora Experimento 1. Los datos se representan como la media de Kcal ingeridas por hora (+ EEM) durante las sesiones de DRG. ***p <,001; **p <,01 dife-
rencias significativas con respecto al grupo EXP-PRE. (c) Ingesta total de Kcal Experimento 1. Los datos se representan como la media de Kcal totales (+ EEM)
durante el Experimento 1. *p <,05; **p <,01; ***p <,001 con respecto al grupo DS-POST; +p <,05 con respecto al grupo DS-PRE. (d) % de aumento de peso
corporal de los ratones a lo largo del procedimiento en el Experimento 2. ***p <,001 diferencias significativas dentro de cada grupo entre semanas. (e) Kcal
por hora Experimento 2. *p < ,05 diferencia significativa con respecto a los grupos PLC-DS-LXV y PLC-DS-Extensa; (f) Ingesta total de Kcal Experimento 2. **p <

,01; ***p < 001 con respecto a PLC-DS-Extensa.
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significativo un valor p < 0.05. Los analisis se realizaron

utilizando SPSS v26.

Resultados

Experimento 1. Modulacién de los episodios de
DS con comida palatable

1.1. Peso corporal y media de Kcal totales
ingeridas en las sesiones de DRG.

El ANOVA para el porcentaje de ganancia de peso
(Figura 2a) revel6 un efecto de la variable Semana (F(5,
350) = 847,85, p < ,001). El peso corporal aumen-
t6 desde la primera semana (p < ,001 en todos los casos).
El ANOVA de la media de Kcal ingeridas por hora (Figura
2b) revel6 diferencias significativas en la variable Dieta (F(3,
45) = 7,50, p < ,001). Los ratones de los grupos DS-PRE

Figura 3

y DS-LXV consumieron menos Kcal por sesion/hora de
DRG que el grupo EXP-PRE (p < ,01 y p < ,001, respec-
tivamente). Con respecto a la ingesta total de kcal (Figura
2¢), el ANOVA también revel6 un efecto de la variable Die-
ta (F(3, 45) = 12,28, p < ,001). Los ratones del grupo DS-
POST consumieron mas Kcal que los demas grupos (p <,05
frente a EXP-PRE y DS-LXV y p <,001 frente a DS-PRE).
Ademas, los ratones del grupo DS-PRE ingirieron menos
Kecal que los de los grupos EXP-PRE y DS-LXV (p < ,05).

1.2. PLC inducida por cocaina

Los resultados de la PLC inducida por 1 mg/kg de cocaina
en el Experimento 1 se muestran en la Figura 3. E1 ANO-
VA sobre el tiempo pasado en el compartimento asociado
a la droga revel6 un efecto en la interaccién Dias X Dieta
(F(3, 68) = 3,39, p <,023), Dias x Estrés (F(1, 68) = 10,92,
p <,002) y Dias X Dieta X Estrés (F(1, 68) = 4,14, p <

Efectos de la exposicién a comida palatable sobre la PLC inducida por cocaina en los Experimentos 1y 2
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Nota. (a) Efectos de la modulacion de los episodios de DS con comida palatable sobre la PLC inducida por cocaina, Experimento 1. Las barras representan la me-
dia (+ EEM) del tiempo en segundos pasado en el compartimento asociado a la droga durante el precondicionamiento (PRE-C, blanco) y el postcondicionamiento
(POST-C, gris). ++p <,01 diferencia significativa con respecto al POST-C en el resto de los casos; ***p < ,001 diferencia significativa con respecto al PRE-C en el
grupo DS-STD. (b) Indice de condicionamiento, Experimento 1. Diferencias en el tiempo pasado en el compartimento asociado a la droga frente al compartimento
asociado a la solucién salina. Las barras representan la media (+ EEM) del tiempo en segundos. +p <,05 diferencias significativas con respecto a DS-PRE; ##p < ,01
diferencias significativas con respecto a DS-LXV; y ***p < ,001 diferencias significativas con respecto a EXP-STD. (c) Efectos de la exposicién a una DRG durante la
PLC sobre la PLC inducida por cocafna, Experimento 2. Las barras representan la media (+ EEM) del tiempo en segundos pasado en el compartimento asociado
ala droga durante el precondicionamiento (PRE-C, blanco) y el postcondicionamiento (POST-C, gris). *p < ,05; ***p < ,001 diferencia significativa con respecto

al PRE-C correspondiente. ++p <,01 diferencia significativa con respecto al POST-C de los grupos PLC-EXP-STD y PLC-DS-PRE. (d) Indice de condicionamiento,
Experimento 2. Diferencias entre el tiempo pasado en el compartimento asociado a la droga frente al asociado a la solucién salina. Las barras representan la
media (+ EEM) del tiempo en segundos. ##p < ,01 diferencia significativa con respecto a PLC-EXP-STD y PLC-DS-PRE; ++p < ,01 diferencia significativa con respecto
a PLC-DS-PRE y PLC-DS-MWEF; ***p < 001 diferencia significativa con respecto a PLC-EXP-STD.
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Figura 4

Expresion génica por PCR en tiempo real en el estriado
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Nota. (n = 8/condicién). (a) Receptor cannabinoide 1 - Cb1r, Experimento 1: ***p < ,001 diferencias significativas con respecto al grupo EXP-STD. (b) Receptor 1
de la hormona liberadora de corticotropina - Crhr1, Experimento 1: **p < ,01 diferencias significativas con respecto a los grupos EXP-STD y DS-POST. (c) Recep-
tor opioide p - Oprm, Experimento 1: Las columnas representan las medias y las lineas verticales + EEM de la expresion génica en el estriado de ratones OF1.
(d) Receptor cannabinoide 1 - Ch1r, Experimento 2: ***p < ,001 diferencias significativas con respecto al grupo PLC-EXP-STD. (e) Receptor 1 de la hormona
liberadora de corticotropina - Crhr1, Experimento 2: *p <,05 diferencia significativa con respecto al grupo PLC-EXP-STD. (f) Receptor opioide p - Oprm, Experi-
mento 2: Las columnas representan las medias y las lineas verticales + EEM de la expresién génica en el estriado de ratones OF1.

,09). Solo los animales expuestos a DS y alimentados con
dieta estandar (DS-STD) pasaron mas tiempo en el com-
partimento asociado a la droga durante POST-C en com-
paraciéon con PRE-C (p < ,001). El tiempo pasado en el
compartimento asociado a la droga durante POST-C por
el grupo DS-STD fue significativamente superior al del res-
to de los grupos (p <,01 en todos los casos).

El ANOVA del indice de condicionamiento revelé un
efecto de la interaccion Dieta X Estrés (F(1, 68) = 4,14, p <
,05). Entre los ratones DS, aquellos alimentados con dieta
estandar (DS-STD) presentaron un indice de condiciona-
miento significativamente mayor que los derrotados pero
expuestos a DRG en LXV (p < ,01) o antes del test PRE-C
(p <,05). El grupo DS-STD también mostré un indice de
condicionamiento mayor que el grupo EXP-STD (p <,001).

1.3. Andlisis de expresion génica

Para la expresion génica de Chlr (Figura 4a), el ANOVA
revel6 un efecto significativo de la variable Grupo (F(4, 32)
= 9,74, p < ,001). Todos los ratones expuestos a DS, in-

dependientemente de la dieta, mostraron una disminucién
significativa en la expresion génica de Cb/r en comparacion
con el grupo EXP-STD (p < ,001). Respecto a la expre-
sion de Crhrl (Figura 4b), el ANOVA también revel6 un
efecto significativo de la variable Grupo (F(4, 33) = 10,08,
p <,001). Los ratones de los grupos DS-STD, DS-PRE y
DS-LXYV presentaron un aumento significativo de la expre-
sion de Crhrl en comparacion con los grupos EXP-STD
y DS-POST (p < ,01 en ambos casos). No se obtuvieron
diferencias significativas en la expresiéon génica del receptor
opioide mu (Figura 4c).

Experimento 2. Modulacién del aumento de
la PLC inducida por cocaina mediante comida
palatable

2.1. Peso corporal y media de Kcal totales
ingeridas en las sesiones de DRG.

Como en el primer experimento, el peso corporal au-
ment6 desde el DPN 26 (I* semana) en adelante (Ii-
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Figura 5

Efectos de la exposicion a una DRG durante la PLC sobre la PLC inducida por 3 mg/kg de cocaina

Experimento 2
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Nota. (a) Efectos de la exposicién a una DRG durante la PLC sobre la PLC inducida por cocaina. Las barras representan la media (+ EEM) del tiempo en segun-
dos pasado en el compartimento asociado a la droga durante el precondicionamiento (PRE-C, blanco) y el postcondicionamiento (POST-C, gris). ***p <,001
diferencia significativa con respecto a PRE-C. (b) indice de condicionamiento. Diferencias entre el tiempo pasado en el compartimento asociado a la droga
frente al asociado a la solucién salina. Las barras representan la media (+ EEM) del tiempo en segundos.

gura 2d). E1 ANOVA para el porcentaje de aumento de
peso reveld un efecto de la variable Semana (F(5, 370)
= 1123,69, p < ,001). El peso corporal aument6é des-
de la primera semana (p < ,001 en todos los casos).
El ANOVA de la media de Kcal ingeridas por hora (Figu-
ra 2e) revel6 diferencias significativas en la variable Dieta
(F(3, 49) = 4,11, p < ,01). Los ratones del grupo PLC-DS-
PRE consumieron mas Kcal por hora de sesion DRG que
los grupos PLC-DS-LXV y PLC-DS-Extensa (p < ,05). El
ANOVA también revel6 un efecto de la variable Dieta (F(3,
49) = 6,18, p < ,001) respecto a las Kcal totales ingeridas
(Figura 2f). Los ratones del grupo PLC-DS-Extensa consu-
mieron mas Kcal que los demas grupos (p < ,001 frente a
PLC-EXP-PRE y p < ,01 frente a PLC-DS-PRE y PLC-
DS-LXV).

2.2. PLC inducida por cocaina

Los resultados de la PLC inducida por 1 mg/kg de cocaina
en el Experimento 2 se presentan en la Figura 3c. E1 ANO-
VA del tiempo pasado en el compartimento asociado a la
droga revel6 un efecto significativo de la variable Dias (F(1,
72) = 11,60, p <,001) y de la interacciéon Dias X Dieta X
Estrés (F(1, 72) = 16,34, p < ,001). Se observé preferencia
por 1 mg/kg de cocaina en los grupos PLC-DS-STD (p <
,001), PLC-DS-Extensa (p < ,05), y en ratones no estre-
sados alimentados con DRG antes del condicionamiento
(PLC-EXP-PRE) (p <,001). Ademas, los grupos DS-STD y
PLC-EXP-PRE pasaron mas tiempo en el compartimento
asociado a la droga durante POST-C que los grupos PLC-
EXP-STD y PLC-DS-PRE (p < ,01 en todos los casos).

El ANOVA para el indice de condicionamiento reveld
un efecto de la interaccién Dieta X Estrés (F(1, 72) = 16,34,
p <,001) (Figura 3d). Entre los ratones DS, aquellos ali-
mentados con dieta estandar (PLC-DS-STD) presentaron

un indice de condicionamiento significativamente mayor
que los ratones no estresados (PLC-EXP-STD) y que los
grupos derrotados expuestos a DRG antes del condiciona-
miento (PLC-DS-PRE) y durante 3 dias a la semana (PLC-
DS-LXV) (p <,001 para el control y p <,01 para el resto).
El grupo no estresado alimentado con DRG antes del con-
dicionamiento (PLC-EXP-PRE) también mostr6 un indice
de condicionamiento mayor que los grupos PLC-EXP-
STD y PLC-DS-PRE (p < ,01 en ambos casos).

Para evaluar mas a fondo el efecto de la exposicion a
DRG antes de la PLC inducida por cocaina, se evalu6 el
desarrollo de PLC inducida por una dosis efectiva de co-
caina (3 mg/kg) (Figura 5). E1 ANOVA revel6 un efecto de
la variable Dias (F(1, 19) = 41,88, p <,001). Como era de
esperar, 3 mg/kg de cocaina indujo una clara preferencia
(p <,001), que no se ve afectada por la administraciéon de
DRG. E1 ANOVA del indice de condicionamiento no reve-
16 diferencias entre los grupos (F(1, 19) = 0,01, p <,907).

2.3. Andlisis de expresion génica

Para la expresion génica de CbIr (Figura 4d), el ANOVA
revel6 un efecto significativo de la variable Grupo (F(4, 35)
= 12,65, p <,001). Todos los grupos expuestos a DS, in-
dependientemente de la dieta, exhibieron una disminuciéon
significativa en la expresioén génica de ChIr en comparacion
con el grupo PLC-EXP-STD (p < ,001). E1 ANOVA para
la expresion de Crfir! (Figura 4e) también revel6 un efecto
significativo (F(4, 35) = 2,77, p <,053). Los ratones del gru-
po DS-STD mostraron un aumento significativo en la ex-
presiéon de Crhrl en comparaciéon con el grupo PLC-EXP-
STD (p < ,05). No se obtuvieron diferencias significativas
en la expresion del receptor opioide mu (Figura 4f).
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Discusion

El presente trabajo evalta los efectos moduladores de la
DRG sobre el aumento de los efectos condicionados de re-
compensa inducidos por la cocaina tras el estrés social en
dos momentos criticos: a) durante la exposicion al estrés
DS y b) a largo plazo tras el DS, durante el procedimiento
de PLC inducida por cocaina. El presente estudio demos-
tr6 por primera vez que la ingesta intermitente de DRG
bloqued el aumento a largo plazo de los efectos condicio-
nados de recompensa de la cocaina. El acceso a la DRG
durante los episodios de DS (Experimento 1) contrarrestd
eficazmente el desarrollo de PL.C con una dosis subumbral
de cocaina (1 mg/kg). De manera similar, observamos que
el acceso a la DRG antes del condicionamiento (PLC-Pre)
o durante tres dias a la semana (PLC-LXV) durante la ad-
quisicion de la PLC (Experimento 2) bloque6 la mayor sen-
sibilidad a los efectos condicionantes de la cocaina induci-
dos por DS. Sin embargo, una exposiciéon mas prolongada
a DRG (PLC-DS-Extensa) no produjo este efecto. A pesar
de esta coherencia en los resultados, ninguno de los esque-
mas de DRG fue capaz de contrarrestar la disminucién en
la expresion génica de ChIr. Sin embargo, el aumento en
la expresion del gen Crhirl inducido por DS fue reducido
por la administracién de DRG durante la PLC o tras cada
episodio de DS.

Efectos de la DRG sobre el peso corporal y la
ingesta de Kcal.

Una observacién clave de esta investigacion es que el con-
sumo de DRG no resulté en un aumento del peso corporal.
Es bien sabido que la ingesta prolongada de DRG se aso-
cia a obesidad, problemas metabdlicos y neuroinflamacion
(Blanco-Gandia et al., 2017c; Li et al., 2022; Tsai et al.,
2022). Estudios preclinicos han observado que el acceso
ad libitum a una DRG conduce al sindrome metabdlico,
aumentando la adiposidad y los niveles de leptina, e inter-
firiendo con las senales de grelina e insulina (Blanco-Gan-
dia et al., 2017c; Davis et al., 2008; Morales et al., 2012).
Sin embargo, los regimenes especificos de DRG utilizados
en ambos experimentos no produjeron ninguna alteracién
significativa en el peso corporal, en consonancia con resul-
tados obtenidos en estudios previos con un patron similar
de administraciéon (Blanco-Gandia et al., 2017b; Hudson
et al., 2007; Rodenas-Gonzalez et al., 2021). Sabemos que
tras 40 dias de exposiciéon intermitente a DRG en LXV,
los niveles de leptina no se vieron afectados, aunque la
grelina se redujo significativamente (Blanco-Gandia et al.,
2017a,b; Blanco-Gandia et al., 2019). En esta linea, el ac-
ceso intermitente a DRG no modificé los niveles plasmati-
cos de glucosa ni de insulina (Del Olmo et al., 2019). Por
lo tanto, nuestros resultados actuales y previos sugieren que
la exposicién intermitente y limitada a DRG no indujo una
afectacion profunda del metabolismo general.

Respecto a la ingesta de Kcal procedentes de DRG, es
importante sefialar que, aunque el acceso fue de 1 h en
algunos grupos y de 2 h en otros, la cantidad de Kcal in-
geridas se mantuvo similar excepto en el grupo con acceso
después de DS. En el Experimento 1, el grupo DS-POST
mostr6é un aumento significativo en la ingesta de Kcal com-
parado con el resto de grupos de tratamiento con DRG.
Este grupo tuvo acceso a DRG después de cada episodio
de estrés, sugiriendo que este incremento podria deberse
a una respuesta compensatoria al estrés, actuando como
comfort food. Varios estudios han reportado este mismo
fenémeno, donde ratones expuestos a estrés social aumen-
tan posteriormente su ingesta de DRG (Coccurello et al.,
2018; Hassan et al., 2019; Sinha y Jastreboft, 2013). Con-
firmando este efecto, solo los ratones derrotados del grupo
DS-POST mostraron una expresion normalizada del gen
Crhrl. Por tanto, la capacidad de la DRG para bloquear el
aumento de PL.C inducida por cocaina no esta relacionada
con la cantidad ingerida, destacando que incluso una can-
tidad minima puede ejercer un efecto potente y duradero.

La comida palatable modula el aumento de

la recompensa condicionada por cocaina
inducida por estrés social

Como era de esperar y en linea con estudios previos, los
ratones derrotados alimentados con dieta estandar exhi-
bieron mayor sensibilidad a una dosis subumbral de co-
caina, desarrollando PLC por el compartimento asociado
a la droga. Este resultado ha sido descrito en numerosos
estudios en los cuales animales expuestos a estrés social
muestran mayor vulnerabilidad a los efectos reforzantes de
la cocaina evaluados mediante autoadministracion intrave-
nosa o PLC inducida por cocaina (Han et al., 2017; Nei-
sewander et al., 2012; Reguilén et al., 2017; Shimamoto,
2018). De forma similar a los resultados presentes, también
hemos mostrado anteriormente que ratones derrotados de-
sarrollan PLGC utilizando una dosis subumbral de cocaina
(Ferrer-Pérez et al., 2019; Giménez-Gomez et al., 2021;
Montagud-Romero et al., 2021).

En el Experimento 1, observamos que los grupos derro-
tados expuestos a los diferentes patrones de administraciéon
de DRG durante las dos semanas de encuentros sociales no
desarrollaron PLC para la cocaina. Este resultado sugiere
que la ingesta de comida palatable puede actuar como un
amortiguador de los efectos del estrés (comfort food), como
corroboran estudios previos. Por ejemplo, administrar
DRG a animales socialmente estresados por aislamiento
disminuye los efectos de la cocaina, con una respuesta ate-
nuada de la hiperactividad motora inducida por cocaina
(Erhardt et al., 2006), una disminucién en la respuesta de
corticosterona y un bloqueo en la adquisicién de PLC in-
ducida por cocaina (Blanco-Gandia et al., 2018). La DRG
podria reducir la actividad del eje HHA (Auvinen et al.,
2012; Pecoraro et al., 2004), lo que podria conducir a una
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reduccion a largo plazo de los efectos reforzantes de la co-
caina causados por el estrés, especialmente en la adolescen-
cia, cuando la sensibilidad a la recompensa esta aumentada
(Blanco-Gandia et al., 2018; Steinberg, 2010).

Los resultados obtenidos en el Experimento 2, donde los
animales fueron expuestos a diferentes patrones de admi-
nistracion de DRG durante el procedimiento de PL.C, mos-
traron que todos los grupos DS expuestos a DRG durante
la adquisicién de PLC no desarrollaron preferencia por la
cocaina, excepto el grupo PLC-DS-Extensa. Este grupo
inici6 la exposicion a DRG justo después del altimo episo-
dio de DS y la mantuvo hasta el final de la PLC. A pesar de
esta larga exposicion, este grupo mostré una sensibilidad
aumentada a los efectos reforzantes de la dosis subumbral
de cocaina, similar a los animales DS alimentados con die-
ta estandar. Esto sugiere que cuando la exposiciéon a DRG
es prolongada y no contingente con la exposicion al estrés
o con la adquisiciéon de la PLC, el efecto protector de la co-
mida palatable desaparece. Probablemente, la exposicion
prolongada a DRG intermitente puede incluso sensibilizar
el sistema de recompensa, como sugieren estudios previos
(Blanco-Gandia et al., 2017a, 2017b; Puhl et al., 2011).
En apoyo de esta hipodtesis, sabemos que seis semanas de
administracion intermitente de DRG aumentan la sensi-
bilidad de ratones adolescentes a una dosis subumbral de
cocaina, requiriendo ademas mas tiempo para extinguir la
preferencia (Blanco-Gandia et al., 2017b). Sin embargo,
también hemos mostrado previamente que la exposicién
limitada e intermitente a DRG después de adquirir la pre-
ferencia por la cocaina bloquea la reinstauracién y acelera
la extincién en ratones no estresados (Rédenas-Gonzalez
et al., 2021), indicando que el momento de la exposiciéon a
DRG es critico en la modulacién del sistema de recompen-
sa. En linea con ello, los resultados presentes indican que
cuando la administracién intermitente de DRG es contin-
gente y limitada a los dias de sesion de PLC, los efectos
reforzantes de la cocaina aumentados por estrés social son
bloqueados, posiblemente debido a una competencia por
la recompensa. Estos hallazgos concuerdan con nuestro re-
ciente informe que sugiere que el efecto protector de la ex-
posiciéon intermitente a DRG puede extenderse a diversas
drogas de abuso, como etanol, previniendo potencialmente
la susceptibilidad inducida por estrés a diferentes sustancias
adictivas (Arenas et al., 2025).

Un efecto interesante observado en este experimento fue
que los ratones no estresados expuestos a DRG antes de la
adquisicién de PLC desarrollaron preferencia por la cocai-
na. La capacidad de la DRG para inducir preferencia con-
dicionada ha sido descrita previamente (Jarosz et al., 2007,
Mizoguchi et al., 2021). A diferencia de estos estudios,
nuestro procedimiento de condicionamiento solo requirié
cuatro sesiones y la ingesta calérica no estuvo restringida.
De hecho, nuestros resultados no demostraron que la DRG
por si sola indujera preferencia condicionada, sino que en

combinacién con una dosis no efectiva de cocaina fue ca-
paz de desarrollar preferencia. Este efecto aditivo también
fue descrito por Igbal et al. (2023), quienes observaron que
el opiaceo oxicodona solo desarrollaba preferencia en el
compartimento asociado a la DRG.

Cambios en la expresion génica estriatal

tras la administracion de DRG en ratones
socialmente derrotados

Considerando la relevancia de los sistemas cannabinoide
y opioide en la adiccion y los efectos de la DRG (Barson
et al., 2012; Kawahara et al., 2013), asi como la impor-
tancia critica del factor liberador de corticotropina en el
estrés (Puhl et al., 2011), también exploramos cambios en
la expresion génica de Cblr, Crhrl y Oprm en el estriado
al final del procedimiento experimental. Bajo dieta estan-
dar, DS induce una reduccién en CbIr y un aumento en la
expresion de Crhrl, sin cambios en la expresion de Oprm.
El objetivo de este estudio fue evaluar los cambios en la
expresion génica en ratones estresados expuestos a DRG
intermitente. Los efectos de la administraciéon de DRG
en ratones no estresados han sido estudiados previamente
(Blanco-Gandia et al., 2017a,b).

El aumento en la expresion de Crhrl confirma lo repor-
tado por otros estudios, segiin los cuales la expresion de
Crhrl suele aumentar como respuesta al estrés (Logrip et
al., 2012). Un aumento en la expresion de Crhrl puede in-
crementar la vulnerabilidad a los efectos de recompensa de
la cocaina, dado que se ha demostrado que los antagonistas
CRHRI1 bloquean este efecto tanto en PLC como en SA
(Boyson et al., 2014; Ferrer-Pérez et al., 2018).

Solo cuando se administré después de un episodio de
DS (DS-Post), la DRG redujo eficientemente la expresion
de Crhrl a niveles similares a los del grupo EXP. DS-Post
fue el grupo con la mayor ingesta de Kcal por sesion, su-
giriendo que el incremento en la ingesta de grasa podria
jugar un papel en este efecto. Como se menciond previa-
mente, existe una tendencia a aumentar la ingesta de co-
mida palatable en roedores expuestos a estrés (Coccurello
et al., 2018; Pecoraro et al., 2004; Zellner et al., 2006). Po-
demos sugerir que la DRG produjo un efecto similar a los
antagonistas CRHRI, reduciendo la expresion de Crar! v,
consecuentemente, la actividad del eje HHA (Foster et al.,
2009; la Fleur et al., 2005; Pecoraro et al., 2004; Ulrich-Lai
etal., 2011). Ademas, otros estudios han demostrado que la
DRG puede reducir los niveles de corticosterona en ratones
aislados (Blanco-Gandia et al., 2018) o expuestos a estrés
por inmovilizaciéon (Zeeni et al., 2013). La DRG también
reduce otras consecuencias del estrés social, como la evita-
cién social, la ansiedad y la conducta depresiva (MacKay
et al., 2017; Maniam y Morris, 2010; Otsuka et al., 2019).

Por otro lado, las intervenciones con DRG durante la
adquisici6on de PLC en el Experimento 2 solo redujeron
levemente la expresion de Crhrl. Por tanto, aunque se ob-
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servé una disminuciéon en los efectos reforzantes condi-
cionados de la cocaina tras todas las administraciones de
DRG durante DS, la expresion de Crhr! solo fue bloqueada
cuando el acceso se proporcionéd después de cada episodio
de estrés. En el Experimento 2, cuando la DRG se adminis-
tr6 a largo plazo tras la exposicion al estrés, aunque no se
observé un aumento significativo en la expresion de Crhrl
tras ninguna de las administraciones de DRG, el nivel de
expresion de este gen se mantuvo elevado en todos los gru-
pos derrotados, indicando la ausencia de un efecto valioso
de la DRG fuera del periodo de estrés.

La sefializacion opioide esta estrechamente asociada con
las propiedades reforzantes de la comida y juega un papel
clave en la regulacién de la palatabilidad (Esch y Stefano,
2024), mientras que el sistema endocannabinoide participa
en el control homeostatico de la ingesta y proporciona re-
troalimentacion positiva especificamente para la ingesta de
alimentos grasos (Koch, 2001). De acuerdo con los datos
disponibles, la ingesta intermitente de grasa podria alterar
las vias de recompensa a través de la interacciéon de los sis-
temas opioide y cannabinoide.

Independientemente de la dieta, todos los grupos ex-
puestos a DS presentaron una disminucién en la expresion
del gen Chlr, confirmando que DS puede tener efectos a
largo plazo sobre el sistema cannabinoide. Estudios previos
han demostrado que la sefializacién CB1 modula la res-
puesta al estrés (Valverde y Torrens, 2012). Por ejemplo,
el estrés cronico se asocia a una reduccién en la expresion
de CbIren el hipocampo (Hill et al., 2005; Hu et al., 2011;
Reich et al., 2009) y en el estriado (Rossi et al., 2008; Wang
etal., 2010). Ademas, la estimulacion de los receptores CB1
reduce efectos inducidos por estrés como la anhedonia (Ra-
demacher y Hillard, 2007), conductas depresivas (Gobbi et
al., 2005) y conductas pasivas de afrontamiento del estrés
(Steiner et al., 2008).

Nuestros resultados mostraron que la marcada reduc-
ci6n en la expresion de ChIr observada en animales derro-
tados no se revirtid6 mediante ninguno de los patrones de
administracién de DRG en ninguno de los experimentos.
En consonancia con esto, estudios previos también han su-
gerido que la DRG disminuye la expresion de ChIr en el
NAcc de roedores adultos (Bello et al., 2012; Martire et al.,
2014) y adolescentes (Blanco-Gandia et al., 2017b). El efec-
to similar del estrés y de la DRG en la expresiéon de ChIr
podria explicar la ausencia de una reversion observable en
nuestro estudio.

Finalmente, los resultados de ambos experimentos su-
gieren que ni el estrés social ni la administracién intermi-
tente de DRG causan alteraciones en la expresion del gen
Oprm. Aunque la implicacién del sistema opioide endbgeno
en las respuestas al estrés (Komatsu et al., 2011) y la ingesta
de grasa ha sido documentada (Sakamoto et al., 2015), la
literatura existente muestra resultados contradictorios res-
pecto a la expresion de Oprm, sugiriendo una regulacion

compleja del sistema opioide endégeno. Incrementos en la
expresion de Oprm se han asociado con ingesta continua
de alimentos palatables y de algunas bebidas azucaradas
o edulcoradas (Blanco-Gandia et al., 2017a,b; Soto et al.,
2015), pero también se ha informado una disminucién tras
ingesta cronica de DRG en modelos de ratones obesos (Vu-
cetic et al., 2011). Ademas, una ingesta prolongada pero
limitada e intermitente de comida rica en grasa parece re-
ducir la expresién de Oprm en el NAcc (Blanco-Gandia et
al., 2017a,b). En consecuencia, nuestros resultados podrian
deberse a la exposicién limitada a DRG en comparacién
con otros estudios, indicando que las Kcal ingeridas por
los ratones en nuestro estudio no fueron suficientes para
inducir algtin cambio. Estos hallazgos se ven reforzados por
investigaciones previas en ratones no estresados expuestos a
DRG limitada e intermitente tras adquirir preferencia por
cocaina, en los cuales no se observaron cambios en la ex-
presion de Oprm en el estriado (Rodenas-Gonzalez et al.,

2021).

Conclusion

Los resultados de este estudio confirmaron que la comida
palatable podria ser un buen reforzador alternativo capaz
de reducir la adquisicion de la preferencia condicionada
por cocaina en animales estresados. El periodo especifico
de administracién de DRG parece ser un factor importante
a considerar, mientras que la duraciéon de la exposiciéon no
fue critica. De hecho, nuestros resultados sugieren que una
exposicion prolongada a DRG puede no ser efectiva. La
administracion breve de una dieta grasa después de DS o
durante la adquisicion de la preferencia por cocaina puede
reducir sus efectos condicionados de refuerzo. Este efecto
podria estar mediado por una reduccién en el aumento
de la expresion génica de Crhrl. Estudios futuros deberian
abordar otros sistemas relacionados con el estrés y la re-
compensa para proporcionar una explicacion mas amplia
del efecto positivo de la DRG sobre las consecuencias del
estrés social.

Basandonos en nuestros resultados previos y actuales,
planteamos la hipétesis de que la administracién contro-
lada de DRG podria ser una estrategia util para mitigar
los efectos del estrés social sobre los efectos reforzantes de
la cocaina, especialmente cuando esta administracién ocu-
rre durante la exposicion al estrés o a la cocaina. Conside-
rando la influencia de esta dicta en los circuitos de recom-
pensa y sus efectos cuando se administra durante periodos
prolongados, los presentes resultados destacan el potente
efecto de una exposicion minima a grasas. La ausencia de
un modelo adecuado y validado para estudiar la derrota
social en ratonas hasta afos recientes ha retrasado la imple-
mentacién de este estudio en hembras. Ademas, el estudio
de otras estructuras cerebrales como el hipotilamo podria
aportar mas informacion sobre los mecanismos implicados.
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Desde una perspectiva traslacional, nuestros resultados
no deben interpretarse como una recomendacién de con-
sumo prolongado de DRG. El valor de nuestros hallazgos
reside en la posible utilidad de consumir pequefias can-
tidades de alimentos altos en grasa durante experiencias
de estrés o exposicion a cocaina. Es esencial enfatizar que
la ingesta de grasa debe proceder predominantemente de
fuentes ricas en acidos grasos monoinsaturados y poliinsa-
turados. Estd bien establecido que el consumo de alimentos
ricos en grasa, como productos muy procesados y altamen-
te palatables, estimula el sistema de recompensa y aumenta
el riesgo de desarrollar adiccion a la comida (Ulug et al.,
2023). Por tanto, se debe tener una especial precauciéon al
recomendar este tipo de ingesta en pacientes que ya pre-
sentan un trastorno por consumo de cocaina. El consumo
de dichas dietas debe ser cuidadosamente controlado y
debe garantizarse el acceso a una DRG saludable.
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Resumen

El consumo excesivo de alcohol durante la adolescencia compromete la
plasticidad sindptica y las funciones cognitivas, en parte debido a la interferencia
con el sistema endocannabinoide (SEC) y su receptor CBIl. Asimismo, el
alcohol impacta negativamente en los acidos grasos omega-3, esenciales para
la integridad de las membranas celulares y la funcién cerebral. La deficiencia
de omega-3 altera la sefalizacién del SEC y la expresion y funcionalidad del
CBI1, exacerbando el deterioro inducido por el alcohol. Por el contrario, la
activacion del SEC contribuye a restaurar las funciones sinapticas dependientes
de este sistema, afectadas por la falta de omega-3. De hecho, se ha demostrado
que la suplementacién con omega-3 normaliza la expresion del CBI en
regiones cerebrales especificas de ratones adultos expuestos al alcohol durante
la adolescencia.

A pesar de la estrecha relacion entre alcohol, omega-3 y SEC, el efecto directo de
los omega-3 sobre la localizacién subcelular del receptor CB1 tras la exposicion
al alcohol permanece poco explorado. Para abordar esta cuestioén, analizamos la
regién CA1 del hipocampo en ratones machos adultos en abstinencia después de
la ingesta de alcohol durante la adolescencia, utilizando inmunocitoquimica para
microscopia electronica. Nuestros resultados indican que los omega-3 ayudan a
restablecer el equilibrio entre excitacion e inhibicién sinaptica, alterado por un
aumento en el nimero de terminales excitadoras y una reduccion significativa
de las inhibidoras. Sin embargo, ni la distribucién ni la densidad del receptor
CB1 en compartimentos neuronales y gliales se modificaron tras la exposicion al
alcohol ni con la suplementaciéon con omega-3.

Estos hallazgos revelan efectos estructurales novedosos de los omega-3 en la
proteccion frente al dafno cerebral inducido por el alcohol, aportando nuevas
perspectivas sobre los mecanismos neuroprotectores de estos acidos grasos.
Palabras clave: Etanol, adolescencia, sistema endocannabinoide, neuronas,
glia, acidos grasos poliinsaturados, sistema nervioso central

Abstract

Adolescent binge drinking has detrimental effects on brain function, leading to
long-lasting impairments in synaptic plasticity, cognition, and behavior. These
effects are mediated, in part, by disruption of the endocannabinoid system (ECS)
and its cannabinoid type-1 (CB1) receptor. Alcohol consumption also depletes
omega-3 fatty acids, which are essential for maintaining cell membrane integrity
and supporting brain function. This depletion impairs synaptic plasticity by
disrupting endocannabinoid signaling and reducing CB1 receptor expression
and function. Conversely, enhancement of the ECS can restore brain function
and reverse the loss of endocannabinoid-dependent synaptic plasticity associated
with omega-3 deficiency. Notably, omega-3 supplementation has been shown to
restore CB1 receptor expression in specific brain regions in adult mice following
adolescent alcohol exposure. However, despite the established interplay between
alcohol, omega-3, and the ECS, the direct impact of omega-3 supplementation
on the subcellular localization of CBI receptors after alcohol exposure remains
poorly understood.

In this study, we used immunoelectron microscopy to investigate whether omega-3
supplementation influences CB1 receptor distribution in the hippocampal
CAL region following alcohol withdrawal in adolescent male mice. Our results
demonstrate that omega-3 partially restore the excitatory/inhibitory balance
disrupted by alcohol, as evidenced by an increased number of excitatory terminals
and a significant reduction in inhibitory terminals. However, the distribution
and density of CBI receptors within neuronal and glial compartments remain
unchanged following alcohol exposure and omega-3 supplementation.

These findings highlight novel structural effects of omega-3 in mitigating alcohol-
induced brain damage.

Keywords: Ethanol, adolescence, endocannabinoid system, neurons, glia,
polyunsaturated fatty acids, central nervous system
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Efectos de los &cidos grasos omega-3 sobre la localizacién del receptor cannabinoide CB1
en la region CA1 del hipocampo tras la abstinencia de alcohol en ratones machos adolescentes

eguin la encuesta ESTUDES 2025, realizada por
el Observatorio Espafiol de las Drogas y las Adic-
ciones (Delegacion del Gobierno para el Plan Na-
cional sobre Drogas, Ministerio de Sanidad, 2025),
los adolescentes constituyen un grupo demografico critico
en los patrones de consumo de alcohol, especialmente en
lo referente al consumo intensivo episodico (binge drinking o
consumo en atracén). Casi el 25% de los jévenes de entre
14 y 18 afios declaré haber participado en episodios de bin-
ge drinking en los 30 dias previos a la encuesta. La prevalen-
cia de este patrén es mayor en los varones (26,1%) que en
las mujeres (23,3%), aunque en ambos sexos se ha observa-
do un descenso significativo respecto a la encuesta de 2023,
siendo esta disminucién mas pronunciada en las mujeres.

El consumo en atracon durante la adolescencia tiene reper-
cusiones importantes para el desarrollo cerebral. Este periodo
se caracteriza por una intensa remodelaciéon neurobioldgica,
con cambios en la neurotransmision, la plasticidad sinaptica
y la maduracion estructural, particularmente en regiones ce-
rebrales relacionadas con el aprendizaje, la memoria y la fun-
cién ejecutiva. En consecuencia, la ingesta de alcohol durante
esta ventana del desarrollo puede generar alteraciones dura-
deras y potencialmente irreversibles en la funcién cerebral,
afectando la transmision sinaptica y la neuroplasticidad, lo
que finalmente se traduce en déficits cognitivos, emocionales y
motores (Abrahao et al., 2017; Cservenka y Brumback, 2017
Kang et al., 2024; Keshavan et al., 2014; Lovinger y Abrahao,
2018; Lovinger y Alvarez, 2017; Lovinger y Roberto, 2013;
Pava y Woodward, 2012; Vetreno y Crews, 2015).

Las evidencias sefialan la participacion del sistema en-
docannabinoide (SEC) en la mediacion de los efectos del
alcohol sobre la funcién sindptica tanto en la exposicién
aguda como en la ingesta crénica y la abstinencia. E1 SEC
desempefia un papel fundamental en la regulacién de la
motivacién y el consumo de alcohol y es reconocido cada
vez mas como un elemento clave en la fisiopatologia del
trastorno por consumo de alcohol (TCA) (Gonzalez et
al., 2002; Kunos, 2020; Navarrete et al., 2022; Pefiasco et
al., 2020; Sanchez-Marin et al., 2022; Vinod et al., 2006).
Este sistema incluye receptores cannabinoides acoplados
a proteinas G —principalmente CB1 y CB2—, los endo-
cannabinoides 2-araquidonilglicerol (2-AG) y anandamida
(AEA), asi como la maquinaria enzimatica encargada de
su sintesis, degradacion y transporte (Lu y Mackie, 2021).

Numerosos estudios han demostrado que la exposicién
croénica al alcohol reduce la expresion del ARNm y los ni-
veles proteicos del receptor CB1, afectando a su densidad
y funcién (Basavarajappa et al., 1998; Ortiz et al., 2004;
Vinod et al., 2006). En humanos, el consumo croénico ¢ in-
tenso se asocia con una menor disponibilidad del receptor
CBI en varias regiones cerebrales, un efecto que a menudo
persiste mas alla de los periodos de abstinencia (Ceccarini
et al., 2014; Hirvonen et al., 2013; Wolfe et al., 2022). Por
el contrario, la eliminacién genética o el antagonismo far-

macolégico del receptor CB1 reduce la ingesta de alcohol,
reforzando asi su implicacién en las conductas relacionadas
con esta sustancia (Maccioni et al., 2010).

Aunque las intervenciones farmacolégicas muestran un
notable potencial para abordar la disfunciéon cognitiva in-
ducida por el alcohol, las estrategias nutricionales, como la
suplementacion con acidos grasos poliinsaturados omega-3
(PUTAS), estan emergiendo como alternativas eficaces y ac-
cesibles. Se ha demostrado que los omega-3 pueden mejo-
rar la pérdida de plasticidad cerebral inducida por la expo-
sicion prenatal al alcohol, lo que sugiere su utilidad en la
prevencion y el tratamiento de las alteraciones del neurode-
sarrollo asociadas al alcohol (Joffre et al., 2019; Patten et al.,
2013a,b; Serrano et al., 2023). Ademas, estudios recientes
indican que los omega-3 restauran la plasticidad sinaptica
y mejoran el aprendizaje y la memoria dependientes del hi-
pocampo tras la exposicion al alcohol en periodos criticos
del desarrollo (Haidary et al., 2024; Serrano et al., 2025).
Asi, la suplementacién con omega-3 previene el deterioro
del aprendizaje espacial y asociativo en ratas macho adoles-
centes expuestas al consumo crénico de alcohol. Esta mejora
se relaciona con niveles mas bajos de peroxidacién lipidica
e interleucina-6, lo que supone una reduccién del estrés oxi-
dativo y de la neuroinflamacién hipocampal (Haidary et al.,
2024). Estos hallazgos coinciden con investigaciones previas
(Farooqui, 2012; Patten et al., 2013a) y refuerzan el potencial
neuroprotector de los omega-3 mediante la restauracion del
equilibrio redox y la modulacién de las vias inflamatorias.
Asimismo, los acidos grasos omega-3, especialmente el dcido
docosahexaenoico (DHA), aumentan la fluidez de la mem-
brana, garantizando el correcto funcionamiento de los re-
ceptores asociados a ella (Bazinet y Layé, 2014; Joffre et al.,
2019), lo que facilita la transmisién y la plasticidad sinapticas
(Patten et al., 2013a,b). También modulan la expresiéon de
receptores y de las cascadas de sefializacion implicadas en la
potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresion a largo plazo
(LTD) (Patten et al., 2013b; Serrano et al., 2024, 2025), pro-
cesos clave para el aprendizaje y la memoria (Pefiasco et al.,
2020; Serrano et al., 2025).

Se ha observado que la exposicién al alcohol durante
la adolescencia altera la plasticidad sindptica y modifica la
expresion y la funcién del receptor CB1 en el hipocam-
po (Penasco et al., 2020; Risher et al., 2015; Sabeti, 2011;
Sanz-Martos et al., 2023), una regién implicada en la
memoria declarativa, espacial y asociativa. Nuestros estu-
dios previos han mostrado que el binge drinking adolescente
conduce a una reduccién persistente de la expresion del
ARNm de CB1 en el hipocampo adulto. Esta disminucion
se correlaciona con la pérdida de la LTD dependiente de
endocannabinoides, lo que contribuye a los déficits de me-
moria (Pefiasco et al., 2020; Rico-Barrio et al., 2019, 2021).
Por tanto, comprender el papel del SEC en las alteraciones
sinapticas inducidas por el alcohol es fundamental para
identificar dianas terapéuticas destinadas a mitigar los efec-
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tos a largo plazo de la exposicion adolescente al alcohol y
a tratar el TAC (Borgonetti et al., 2024; Garcia-Baos et al.,
2021; Kunos, 2020; Serrano et al., 2012, 2018; Stopponi
et al., 2018; Wolfe et al., 2022). En particular, el binge drin-
king adolescente disminuye la expresion del receptor CB1
en la regiéon CAl del hipocampo adulto tras la abstinen-
cia, afectando principalmente a su localizacién astrocitica
y, en menor medida, a las terminales sinapticas excitadoras
(Bonilla-Del Rio et al., 2019). De manera similar, hemos
observado una reduccién de los receptores CB1 en las si-
napsis excitadoras de la capa molecular del giro dentado
tras la exposicion al alcohol en la adolescencia (Pefiasco et
al., 2020). Por el contrario, la suplementacién con omega-3
es capaz de aumentar la densidad del receptor CB1 tanto
en las terminales sindpticas excitadoras como en las inhi-
bidoras de dicha capa (Serrano et al., 2025). No obstan-
te, ain se desconocen los efectos de una dieta enriquecida
en omega-3 sobre la localizacion del receptor CBI en la
region CA1l del hipocampo tras la abstinencia de alcohol.
Este aspecto es especialmente relevante debido al impacto
del alcohol sobre esta regién, que contribuye a la forma-
ci6n de memorias asoclativas y desempenia un papel clave
en el aprendizaje (Jeong et al., 2018; Takamiya et al., 2021).

En el presente estudio analizamos si la suplementacion
con omega-3 es capaz de modular, en ratones machos, las
alteraciones inducidas por el alcohol en la distribucién del
receptor CB1 en la regiéon CAl del hipocampo. Mediante
técnicas Inmunocitoquimicas para microscopia electrénica,
aportamos nuevos conocimientos sobre el potencial de los

Figura 1

acidos grasos omega-3 para contrarrestar las consecuencias
neurobiolégicas a largo plazo de la exposiciéon adolescente
al consumo de alcohol en atracéon.

Método

Declaracién de ética

Los protocolos para el cuidado y uso de los animales fueron
aprobados por el Comité de Etica para el Bienestar Animal de
la Universidad del Pais Vasco (M20-2020-113; fecha de apro-
bacion: 29/09/2020). Asimismo, cumplian con la Directiva
del Consejo de las Comunidades Europeas de 22 de septiem-
bre de 2010 (2010/63/EU) y con la normativa espaiola (Real
Decreto 53/2013, BOE 08-02-2013). El nmero de animales

y el sufrimiento fueron controlados y minimizados.

Tratamiento de los animales

Ratones machos C57BL/6] de cuatro semanas de edad
(Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Francia) fueron aloja-
dos por parejas y asignados aleatoriamente al grupo con-
trol (H20) o al grupo de alcohol (EtOH) (n = 12 por grupo).
Los animales fueron sometidos al procedimiento drinking-
in-the-dark (DID) (Rhodes et al., 2005) entre los dias post-
natales (PND) 32 y 56, durante un periodo de cuatro se-
manas (Bonilla-Del Rio et al., 2019). Durante los primeros
cuatro dias de cada semana, los ratones fueron alojados
individualmente y se les proporciond un frasco de 10 mL
que contenia agua corriente o una solucién de EtOH al
20% v/v (preparada a partir de etanol al 96%; Boter S.L.,

Representacidn esquemadtica del modelo de consumo en la oscuridad (DID), ingesta voluntaria de etanol (EtOH), concentracion de

etanol en sangre (BEC) y consumo de EPA+DHA

A

ADOLESCENCIA
32
B C
- 100
>
=< 4
20
jan = 80
Q3 >
= E
s Q
- 2_
5] i
- m 60
§ -
=
0 40

&

EDAD ADULTA '

56 73

e

o

=)
I

k=]

S

(9,
|

0,30

Ingesta EPA+DHA (mg/kg/day)

T T
EtOH n-3-EtOH

| T
EtOH n-3-EtOH

T T
n-3-H,O n-3-EtOH

Nota. A. Los ratones machos C57BL/6) fueron sometidos al procedimiento DID durante cuatro semanas (PND 32-56). Durante este periodo, tuvieron acceso
libre a H,0 o EtOH durante 2 horas en los tres primeros dias de cada semana y durante 4 horas el cuarto dia. Durante el periodo de abstinencia (PND 57-73),
a la mitad de los ratones se les administré una dieta enriquecida con omega-3 (2% EPA+DHA: 1,2% EPAy 0,8% DHA). B. Ingesta media de EtOH por hora (g/
kg/h) a lo largo del DID (PND 32-56) (EtOH: 2,33 + 0,90, n=6; n-3-EtOH: 2,27 + 0,62, n=6). C. BEC (mg/dL) medida tras 4 horas de exposicién a EtOH en el Ultimo
dfa del procedimiento DID (PND 56) (EtOH: 65,91 + 4,59, n=6; n-3-EtOH: 65,85 + 6,96, n=6). D. Ingesta diaria media de EPA+DHA (mg/kg/dia) durante el periodo
de abstinencia (PND 57-73) (n-3-H,0: 0,36 + 0,07, n=6; n-3-EtOH: 0,35 + 0,06, n=6). Todos los datos se expresan como media + S.E.M.
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Barcelona). El acceso al frasco se mantuvo durante 2 horas
en los tres primeros dias y se amplié a 4 horas el cuarto
dia. Los tres dias restantes de cada semana se destinaron al
periodo de descanso, durante el cual los animales perma-
necieron con comida y agua ad libitum (Figura 1A).

La eficacia del procedimiento DID se evalué mediante
la medicion de la ingesta total de EtOH (g/kg/h) (Figura
1B). Ademas, el Gltimo dia del protocolo (PND 56), se ob-
tuvieron muestras de sangre de la vena lateral de la cola
30 minutos después de finalizar la exposicion al EtOH.
La concentracién de EtOH en sangre (BEC, mg/dL) se
determiné posteriormente utilizando un kit comercial de
cuantificaciéon de etanol (Abcam, ab65646, Espana) (Figu-
ra 1C). En nuestras condiciones experimentales, las BEC
se situaron por debajo del umbral asociado al binge drinking
en adolescentes (>80 mg/dL) (Donovan, 2009). No obstan-
te, se ha demostrado que estos niveles inducen alteraciones
neurobiolbgicas significativas en roedores adolescentes (Bo-
nilla-Del Rio et al., 2019; Penasco et al., 2020; Rico-Barrio
etal., 2019; Serrano et al., 2025), lo que respalda la validez
de este procedimiento como modelo de exposicion en atra-
c6n (Rhodes et al., 2005).

Durante el periodo de abstinencia (PND 57-73), la mi-
tad de los ratones (n = 6 por grupo) recibié una dieta en-
riquecida con un 2% de acido docosahexaenoico (DHA) y
acido eicosapentaenoico (EPA) (1,2% EPA y 0,8% DHA)
(SATE, Augy, Irancia), conformando los grupos n-3-H=0
y n-3-EtOH. Tanto los animales como el alimento se pesa-
ron dos veces por semana con el fin de calcular la ingesta
de EPA y DHA (mg/kg/dia) (Figura 1D).

Procesamiento del tejido cerebral

En el PND 73, tres ratones de cada grupo fueron profunda-
mente anestesiados con hidrato de cloral al 4% (10 mL/kg
de peso corporal, 1.p.) y perfundidos a través del ventriculo
izquierdo con 30 mL de solucién salina tamponada con
fosfatos (PBS, 0,1 M, pH 7,4). Posteriormente, se realiz6
una perfusiéon con 80 mL de una solucién fijadora com-
puesta por 4% de formaldehido, 0,2% de acido picrico y
0,1% de glutaraldehido, preparada en PBS y aplicada a

Tabla 1

Anticuerpos primarios y secundarios utilizados

temperatura ambiente (TA). Los cerebros se extrajeron y
se posfijaron en la misma solucién fijadora a 4°C durante
una semana, tras lo cual se transfirieron a un fijador dilui-
do 1:10. A continuacidn, se obtuvieron secciones coronales
de 50 pm de grosor utilizando un vibratomo (Leica VT
10008, Wetzlar, Alemania) y se recogieron en tampon fos-

fato (PB, 0,1 M, pH 7,4) a TA.

Método de doble preinclusién con inmuno-oro e
inmunoperoxidasa para microscopia electrénica
El procedimiento se llevé a cabo siguiendo nuestro protoco-
lo (Puente et al., 2015). Secciones coronales del hipocampo
de 50 pm se preincubaron durante 30 minutos a TA en una
solucién de albimina sérica bovina (BSA) al 10% prepara-
da en solucién salina tamponada con Tris-HCI (TBS, pH
7,4) que contenia 0,1% de azida sédica y 0,02% de sapo-
nina. A continuacién, las secciones se incubaron con anti-
cuerpos primarios altamente especificos frente al receptor
CB1 y el transportador glutamato-aspartato (GLAST) (Ta-
bla 1), diluidos en BSA/TBS al 10% con 0,1% de azida
sédica y 0,004% de saponina. Esta incubacién se realizd
con agitaciéon suave durante dos dias a 4°C. Tras lavados
exhaustivos, las secciones se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes (Tabla 1) y posteriormente
con una solucién del complejo avidina-biotina (1:50, PK-
7100, Vector Labs) durante 1,5 horas a TA. Finalmente, las
secciones se lavaron durante toda la noche y se posfijaron
durante 10 minutos en glutaraldehido al 1% preparado en
TBS a TA.

Las particulas de oro se intensificaron posteriormen-
te mediante plata utilizando un kit HQ) Silver Enhance-
ment (Nanoprobes Inc., Yaphank, NY, EE. UU.) durante
12 minutos en la oscuridad. A continuacién, las secciones
se trataron con 0,05% de 3,3 -~diaminobencidina tetrahi-
drocloruro y 0,01% de peréxido de hidrégeno en PB 0,1
M durante 3 minutos a temperatura ambiente. Tras varios
lavados, las secciones tefiidas se posfijaron en tetroxido de
osmio al 1% en PB 0,1 M durante 20 minutos, se deshi-
drataron en una serie graduada de alcoholes (50—100%)
seguida de 6xido de propileno, y se incluyeron en resina

. Concentraciéon  Especiesy . . .
Anticuerpo [pg/mL] clonalidad Antigeno inmunizante Fuente, Cat.
Anti-CB1 receptor 2 Policlonal de CB1 de ratdén, 31 aa del extremo C-terminal Nittobo Medical Co.,

P cobaya (NM007726) CB1-GP-Af530

. Policlonal de GLAST de ratén, 41 aa del extremo C-terminal  Nittobo Medical Co.,
Anti-GLAST 03 conejo (NM148938) GLAST-Rb-Af660
Anti-cobaya conjugado 0,8 Cabra (policlonal) Nanoprobes, #2055
con oro de 1.4 nm
Anti-conejo biotinilado 7.5 Cabra (policlonal) Vector Labs, BA-1000
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Tabla 2

Numero de terminales excitadoras e inhibidoras y de astrocitos positivos para GLAST en los ratones de cada grupo experimental

H,0 EtOH n-3-EtOH n-3-H,0

ni n2 n3 Total ni n2 n3 Total ni n2 n3 Total ni n2 n3 Total
Terminales oo 395 283 1137 | 387 467 430 1284 | 228 375 276 879 | 356 291 372 1019
excitadoras
Terminales 55 54 63 152 | 38 38 17 93 | 37 33 45 115 | 45 75 52 172
inhibidoras
Astrocitos 115 279 238 632 | 102 214 126 442 | 129 135 343 607 | 350 382 179 911~

Nota. La significacion estadistica se analizé mediante ANOVA de un factor con pruebas de comparaciones multiples paramétricas (Bonferroni) o no paramétri-
cas (Dunn), seguin correspondiera. *p<0,05 comparado con H,0; Mp<0,01 comparado con EtOH y'p<0,05 comparado con n-3-EtOH.

Epon 812. Posteriormente, se obtuvieron secciones ultra-
finas de 50 nm con una cuchilla de diamante (Diatome,
EE. UU.), las cuales se recogieron en rejillas de malla de
niquel y se tifieron con citrato de plomo al 2,5% durante 20
minutos. Estas secciones se examinaron con un microsco-
pio electrénico (JEOL JEM 1400 Plus, Tokio, Jap6n), y las
imagenes se adquirieron mediante una camara digital (Mo-
rada sCMOS, Olympus, Tokio, Japén). Las micrografias se
capturaron a un aumento de 8.000X, abarcando un area
total aproximada de 1.100 pm? por ratéon. El nimero de
terminales excitadoras, inhibidoras y astrocitos marcados
con GLAST fue consistente entre los grupos experimenta-
les (Tabla 2).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con Gra-
phPad Prism 8 (GraphPad Software; RRID:
SCR_002798). La normalidad de los datos se
evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk, se-
guida de un ANOVA de un factor y de pruebas
de comparaciéon multiple paramétricas o no pa-
ramétricas, segun correspondiera. Todos los va-
lores se expresan como media + S.E.M.

Resultados

Localizacion del receptor CB1 en
terminales sinapticas excitadoras e
inhibidoras en el estrato radiado de
CA1 después de la abstinencia del
binge drinking en la adolescencia

Como era de esperar, las particulas de oro se lo-
calizaron en terminales axdnicas excitadoras e
inhibidoras que formaban contactos sinapticos
asimétricos y simétricos con espinas dendriticas
y dendritas, respectivamente, en todos los grupos
experimentales. Los analisis se realizaron en tres
animales por grupo (Figura 2).

El ntmero total de terminales excitadoras en
el grupo EtOH (~1.100 pm? por animal) se re-
duyjo significativamente en los ratones n-3-EtOH
(EtOH: 1.284; n-3-EtOH: 879; EtOH vs. n-3-

Figura 2

EtOH **p<0,01) (Figura 3A; Tabla 2). Ademas, el namero
de terminales inhibidoras fue significativamente menor en
los ratones EtOH en comparacién con los grupos H20 y
n-3-H20 (H20: 152; n-3-H20: 172; EtOH: 93; EtOH wvs.
H20 *p<0,05; EtOH vs. n-3-H20 *¥p<0,01). Aunque no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos EtOH y n-3-EtOH, los ratones n-3-H20 mos-
traron un numero significativamente mayor de terminales
inhibidoras en comparaciéon con n-3-EtOH (n-3-EtOH:
115; n-3-H20: 172; n-3-EtOH vs. n-3-H20 *p<0,05)
(Figura 3A; Tabla 2). En consecuencia, la proporcién de
terminales sinapticas excitadoras/inhibidoras aument6 de
manera significativa en los ratones EtOH en comparacion

Localizacién ultraestructural del receptor CB1 en el estrato radiado de CA1
en ratones machos adultos de los grupos H,0, n-3-H,0, EtOH y n-3-EtOH

Nota. Los receptores CB1 se localizan en terminales de axones que forman sinapsis
simétricas (sombreado y flechas rojas) y asimétricas (sombreado y flechas verdes), estas
Ultimas sobre espinas dendriticas (sombreado azul), asf como en membranas astrociticas

(sombreado y flechas amarillas). Barras de escala =1 pym.
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Figura 3

Distribucion del receptor CB1 en compartimentos neuronales del estrato radiado de CAT en ratones machos adultos de los grupos

H,0, n-3-H,0, EtOH y n-3-EtOH
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Nota. A. NUmero total de terminales excitadoras (H,0: 1.137; n-3-H,0: 1.019; EtOH: 1.284; n-3-EtOH: 879, **p<0,01 vs. EtOH) e inhibidoras (H,0: 152; n-3-H,0:
172; EtOH: 93, *p<0,05 vs. H,0, *p<0,01 vs. n-3-H,0; n-3-EtOH: 115, p<0,05 vs. n-3-H,0) en el area analizada (~1.100 um?) de los cuatro grupos experimenta-
les. B. Ratio entre el nimero total de terminales excitadoras e inhibidoras (H,0: 8,36 + 1,12; n-3-H,0: 6,83 £ 0,88; EtOH: 25,57 + 8,11, *p<0,05 vs. H,0, *p<0,01
vs. n-3-H,0; n-3-EtOH: 8,21 + 0,88, p<0,05 vs. EtOH). C. Porcentaje de terminales excitadoras (H,0:7,18 £0,58; n-3-H,0: 6,86 + 0,54; EtOH: 7,57 + 0,91; n-3-
EtOH: 6,59 + 0,91) e inhibidoras CB1 positivas (H,0: 91,89  1,68; n-3-H,0: 95,30 + 1,29; EtOH: 96,30 + 2,09; n-3-EtOH: 94,64 + 2,41). D. Densidad del receptor
CB1 (particulas/um) en terminales excitadoras (H,0: 0,89 + 0,05; n-3-H,0: 0,89 + 0,05; EtOH: 0,84 + 0,05; n-3-EtOH: 0,84 + 0,05) e inhibidoras (H,0: 6,54 + 0,24;
n-3-H,0: 7,67 £ 0,23, **p<0,01 vs. H,0; EtOH: 6,02 £ 0,29, **p<0,0001 vs. n-3-H,0; n-3-EtOH: 97,11 £ 0,35). Todos los datos se expresan como media + S.E.M.
La normalidad se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk, seguida de un ANOVA de un factor con comparaciones multiples paramétricas (Bonferroni) o no

parameétricas (Dunn), segln correspondiera.

Tabla 3

Porcentaje de terminales excitadoras, inhibidoras y astrocitos
GLAST positivos que expresan el receptor CB1, y densidad de
CB1 en el estrato radiado de CA1 en las cuatro condiciones
experimentales (n = 3 ratones por grupo)

H,0 EtOH n-3-EtOH n-3-H,0
Terminales excitadoras
%CB1+ 7,18+058 757+091 659+091 6,86+0,54
Densidad 0,89+0,05 0,84+005 084+005 089+0,05
Terminales inhibidoras
% CB1+ 91,89+1,68 96,30+2,09 9464+241 9530+1,29
Densidad 6,54+0,24 6,02+0,29 7,11+0,35 072637:_:"
Astrocitos
% CB1+ 26,92+297 19,26+2,67 2248+253 16,65+ 1,38"
Densidad 0,64+0,03 0,64+0,05 0,70+0,06 0,660,04

Nota. Los valores se expresan como media + S.E.M. La significacion estadis-
tica se evalué mediante ANOVA de un factor con pruebas de comparacio-
nes multiples paramétricas (Bonferroni) o no paramétricas (Dunn), segin
correspondiera. *p<0,05, p<0,01 en comparacion con H,0; y +1+1p<0,0001
en comparacién con n-3-EtOH.

con los otros grupos experimentales (H20: 8,36 + 1,12;
n-3-H=0: 6,83 *+ 0,88; EtOH: 25,57 £ 8,11; n-3-EtOH:
8,21 + 0,88; EtOH vs. H2O y n-3-EtOH *p<0,05; EtOH
vs. n-3-H20 **p<0,01) (Figura 3B).

Tanto el porcentaje de terminales excitadoras positivas
para CB1 como la densidad de particulas de CB1 fueron
similares entre las cuatro condiciones experimentales (n-3-
H-0, EtOH, n-3-EtOH vs. H20; p>0,05) (Figura 3C y 3D;
Tabla 3). Asimismo, no se observaron diferencias significa-
tivas en el porcentaje de terminales inhibidoras positivas
para CB1 (n-3-H=0, EtOH, n-3-EtOH vs. H20; p>0,03).
Sin embargo, la densidad del receptor aument6 significati-
vamente tras la suplementacién con omega-3 de los ratones
control (H20: 6,54 + 0,24; n-3-H20: 7,67 £+ 0,23; n-3-H0
vs. H20 *¥p<0,01) (Figura 3C y 3D; Tabla 3).

Localizacion del receptor CB1 en astrocitos
GLAST positivos en el estrato radiado de CA1
después de la abstinencia del binge drinking en
la adolescencia

Las particulas de oro se localizaron en las membranas de
los procesos astrociticos en los cuatro grupos experimenta-
les (Figura 2). El nimero total de astrocitos positivos para
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Distribucién del receptor CB1 en astrocitos del estrato radiado de CA1 en ratones machos adultos de los grupos H,0, n-3-H,0, EtOH y

Figura 4
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Nota. A. Nimero total de astrocitos GLAST positivos en el area analizada (~1.100 pm2) para los cuatro grupos experimentales (H,0: 632; n-3-H,0: 991; EtOH:
442, p<0,01 vs. n-3-H,0; n-3-EtOH: 607). B. Porcentaje de astrocitos CB1 positivos (H,0: 26,92 + 2,97; n-3-H,0: 16,65 + 1,38, p<0,05 vs. H,0; EtOH: 19,26 +
2,67; n-3-EtOH: 22,48 + 2,53). C. Densidad de CB1 (particulas/um) en astrocitos GLAST positivos (H,0: 0,64 + 0,03; n-3-H,0: 0,66 + 0,04; EtOH: 0,64 + 0,05; n-3-
EtOH: 0,70 £ 0,06). Todos los datos se expresan como media + S.E.M. La normalidad se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk, seguida de un ANOVA de
un factor con pruebas de comparaciones mdultiples paramétricas (Bonferroni) o no paramétricas (Dunn), segun correspondiera.

GLAST en el area analizada (~1.100 pm? por animal) fue
significativamente mayor en los ratones n-3-H:0O, en con-
traste con la disminucioén observada en los ratones EtOH
(n-3-H=0: 991; EtOH: 442; n-3-H=0 vs. EtOH **p<0,01)
(Figura 4A; Tabla 2).

En consonancia, el porcentaje de astrocitos GLAST
positivos para CB1 se redujo en los ratones n-3-H20 en
comparacién con los controles H:O (H20: 26,92 + 2,97;
n-3-H20: 16,65 * 1,38; n-3-H20 vs. H20 *p<0,05) (Fi-
gura 3B). No obstante, la densidad del receptor CB1 fue
similar entre las cuatro condiciones experimentales (n-3-
H-0, EtOH, n-3-EtOH vs. H20; p>0,05) (Figura 3C;
Tabla 3).

Discusion
Analizamos la distribucion subcelular del receptor CB1 en
terminales excitadoras e inhibidoras, asi como en astroci-
tos, en el estrato radiado de la regién CA1l del hipocampo.
Mediante microscopia electrénica, obtuvimos una locali-
zacion de alta resolucion de CB1, lo que permitié recabar
informacion detallada sobre los efectos sinapticos a largo
plazo del binge drinking durante la adolescencia tras un pe-
riodo de abstinencia, asi como sobre la influencia modula-
dora de una dieta suplementada con omega-3. Los acidos
grasos omega-3, en particular el DHA y el EPA, son esen-
ciales para el mantenimiento de la salud cerebral. Como
componentes fundamentales de las membranas neurona-
les, modulan su fluidez vy, en consecuencia, la actividad
de los receptores asociados a membrana y los procesos de
plasticidad sinaptica (Calder, 2016). El DHA, especialmen-
te abundante en el cerebro, desempena un papel crucial
en la poda sinaptica y la neuroproteccion (Aguilera Garcia

et al., 2010). Sin embargo, el consumo de alcohol reduce
la absorciéon de DHA, disminuyendo sus niveles cerebrales
y exacerbando el dafio neuronal, particularmente durante
la adolescencia (Akbar et al., 2006; Bondi et al., 2014). En
contraste, la suplementacién con omega-3 restaura los ni-
veles de DHA, favoreciendo la sinaptogénesis, la actividad
glutamatérgica y la expresion del receptor CB1 (Hashimo-
to et al., 2015; Kim, 2008).

Nuestros resultados muestran un aumento significati-
vo en la proporcion de terminales sinapticas excitadoras
respecto a las inhibidoras en ratones expuestos al alcohol.
Este desequilibrio entre excitacién e inhibicién respalda
hallazgos previos que indican que la exposicion al alcohol
durante la adolescencia altera la organizacién y la plastici-
dad sinapticas, particularmente en el hipocampo (Pefiasco
et al., 2020; Spear, 2018), y podria subyacer a los déficits
cognitivos observados en la edad adulta (Serrano et al.,
2025; Vetreno y Crews, 2015). De hecho, un desequilibrio
persistente entre excitacion e inhibicién en la region CAl
tras una exposiciéon posnatal en modalidad de atracon se
ha asociado con una disregulacién de la expresion géni-
ca sinaptica y mitocondrial, entre la que se encuentra la
expresion de Cnrl que codifica el receptor CB1, contri-
buyendo a una disfuncién sinaptica duradera, alteraciones
en el aprendizaje y la memoria, asi como a un aumento de
los comportamientos ansiosos (Arzua et al., 2024). Nuestros
datos muestran que la suplementaciéon con omega-3 redujo
significativamente el nimero de terminales excitadoras en
CAL tras la exposicion al alcohol durante la adolescencia,
con efectos minimos sobre las terminales inhibidoras. Este
efecto permiti6 restaurar el equilibrio excitador-inhibidor,
poniendo de relieve el papel de los omega-3 en el manteni-
miento de la integridad sinaptica.
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Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que de-
muestran los efectos neuroprotectores de los acidos grasos
omega-3 frente a la neurotoxicidad inducida por el alco-
hol (Patten et al., 2013b), lo que sugiere que estos lipidos
pueden activar mecanismos compensatorios destinados a
restablecer la plasticidad sindptica homeostatica alterada
por la exposicion alcohodlica en modalidad de atracon. Esta
restauraciéon podria implicar la modulacién de la compo-
sicién y la fluidez de la membrana —factores clave en la
sinaptogénesis, la poda sinaptica y el trafico de receptores
(Calder, 2016; Kim y Spector, 2018)—, asi como la preser-
vacion de las redes sinapticas (Cao et al., 2009; Feltham et
al., 2020; Lafourcade et al., 2011).

Dado el papel del receptor CB1 en la regulacion de la
transmisioén sinaptica, la recuperacién funcional también
podria implicar cambios en su actividad o en sus vias de se-
fializacion, incluso en ausencia de alteraciones en los nive-
les de expresion. En este sentido, observamos que la suple-
mentaciéon con omega-3 aument6 la densidad de CBI1 en
las terminales inhibidoras bajo condiciones control (H20),
sin afectar a las terminales excitadoras. Estudios previos
han demostrado que los omega-3 incrementan la expresién
de CB1 (Kim et al., 2016), y nuestro laboratorio mostrd
que dicha suplementaciéon aumenta aproximadamente en
un 30 % la expresion del receptor en sinaptosomas hipo-
campales en comparacion con los controles (Serrano et al.,
2024). Este incremento se asoci6 con la induccién de una
LTP dependiente de endocannabinoides en las sinapsis ex-
citadoras de la via perforante medial en la capa molecular
del giro dentado, una reduccién de los comportamientos
ansiosos y una mejora en la discriminaciéon de objetos no-
vedosos (Serrano et al., 2024). Desde un punto de vista
mecanistico, la potenciacién requiri6 la participaciéon de
receptores metabotropicos de glutamato del grupo I, del
endocannabinoide 2-AG vy del receptor CB1 (Serrano et
al., 2024).

Recientemente, demostramos que la suplementacion
con omega-3 durante la abstinencia alcohélica de ratones
machos expuestos al alcohol mediante un modelo de binge
drinking durante la adolescencia, aumento6 la densidad del
receptor CB1 en terminales presindpticas y restaur6 la
union de [*S]GTPyS estimulada por receptor a proteinas
Gai/o. Estos efectos se asociaron con la inducciéon de una
LTP en las sinapsis excitadoras de la via perforante medial
dependiente de AEA, del receptor de potencial transito-
rio tipo V1 (TRPVI) y de receptores NMDA, asi como
con una mejora parcial de los déficits cognitivos evaluados
mediante el laberinto de Barnes (Serrano et al., 2025). Es
plausible que los acidos grasos omega-3 también modulen
la transmisién y la plasticidad inhibidoras en la capa mole-
cular del giro dentado y en el estrato radiado de CAl; sin
embargo, se requieren estudios adicionales para confirmar
esta hipotesis.

En este mismo estudio previo, la densidad del receptor
CBI1 aument6 significativamente en las terminales inhibi-
doras de la capa molecular del giro dentado tras el periodo
de abstinencia, incrementandose ain mas con la suplemen-
taciéon con omega-3 (Serrano et al., 2025). Este efecto no se
observé en el estrato radiado de la region CAl, donde ni
la exposicion alcohodlica ni la suplementacién con omega-3
modificaron la densidad de CB1 en terminales excitadoras
o inhibidoras. En conjunto, estos resultados indican que los
efectos a largo plazo del alcohol y su modulacién por los
omega-3 dependen de la region y subregion del hipocam-
po, lo que subraya la necesidad de enfoques especificos por
region para evaluar tanto las consecuencias fisiopatologicas
como los potenciales beneficios terapéuticos.

En cuanto a los astrocitos, estudios anteriores de nues-
tro laboratorio demostraron que el binge drinking durante la
adolescencia altera la morfologia astrocitica y reduce en
aproximadamente un 40 % la proporcion de procesos as-
trociticos positivos para CB1 identificados con anticuerpos
frente a la proteina acida fibrilar glial (GFAP), asi como en
un 30 % la densidad del receptor en el estrato radiado de
la regiéon CALl de ratones machos adultos (Bonilla-Del Rio
etal., 2019). Por el contrario, el presente estudio no detecto
cambios en la expresion de CB1 en astrocitos identificados
con GLAST, lo que podria atribuirse a diferencias en los
marcadores empleados. En este sentido, GFAP se locali-
za principalmente en los somas de los astrocitos, mientras
que GLAST se expresa de forma abundante en sus proce-
sos, cubriendo una mayor area y superficie de membrana
(Achicallende et al., 2022). En definitiva, GLAST resulta
ser un marcador mas adecuado para estudios detallados de
la localizacion de CB1 en astrocitos, dado que hasta un 12
% del CB1 total se encuentra en astrocitos GLAST=-positi-
vos, el doble de lo observado con GFAP (Achicallende et
al., 2022).

La ausencia de alteraciones en la expresion de CBI en
astrocitos GLAST-positivos sugiere que la sefializacion anti-
inflamatoria mediada por este receptor se mantiene intacta
tras el periodo de abstinencia. De manera similar, tampoco
se observaron cambios en la capa molecular del giro den-
tado (Serrano et al., 2025). Por el contrario, la suplementa-
ci6n con omega-3 indujo modificaciones en la morfologia
astrocitica y en la distribucién subcelular de CB1 dentro
de los compartimentos astrociticos, caracterizadas por un
aumento en el ndmero de compartimentos GLAST-posi-
tivos y una reducciéon en la proporcién de astrocitos po-
sitivos para CB1, sin variaciones en la densidad total del
receptor. Estos hallazgos sugieren que los omega-3 pueden
modular la arquitectura de los astrocitos, incrementando la
complejidad de sus procesos, y afectar indirectamente la lo-
calizacién de CB1 mediante mecanismos de remodelacién
morfolégica, en vez de a través de cambios directos en los
niveles de expresion del receptor (Champeil-Potokar et al.,
2016; Das y Das, 2019; Joffre et al., 2019).
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En conclusiéon, nuestros resultados refuerzan la eviden-
cia de que las intervenciones dietéticas pueden modular
el sistema endocannabinoide, ofreciendo un enfoque no
farmacolégico de interés de cara a mitigar los efectos ad-
versos del consumo de alcohol en la adolescencia sobre la
funcion cerebral. Estudios futuros deberan esclarecer los
mecanismos subyacentes, en particular como los acidos
grasos omega-3 influyen en el equilibrio excitador-inhibi-
dor a través del receptor CB1 en las terminales inhibidoras
y regulan la funcién de los astrocitos. También es necesario
incorporar modelos de binge drinking en hembras adolescen-
tes para evaluar posibles diferencias dependientes del sexo.
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Resumen

Integrar la perspectiva de sexo en estudios preclinicos sobre la exposiciéon
excesiva a alcohol durante la juventud o la adultez temprana sigue siendo
limitada. Este estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos de altas dosis
de etanol en el comportamiento emocional y la cognicién en ratas de 8
semanas de edad, considerando diferencias de sexo. Machos y hembras
fueron expuestos a atracones de etanol (3 g/kg, via oral; 3 veces al dia
durante 4 dias) en un paradigma de dos dias alternos, y evaluados en el
laberinto elevado en cruz (EPM), la prueba de natacién forzada (FST), la
prueba de preferencia de sacarina (SPT), el laberinto acuatico de Morris
(MWM) y la prueba de reconocimiento de objetos nuevos (NOR).

Se observaron diferencias basales entre machos y hembras controles en tareas
emocionales, motivacionales y cognitivas. Ademas, la Exposiciéon Intensiva
al Alcohol (EIA) ejercié efectos especificos por sexo en: a) EPM: los machos
mostraron ansiedad y ningtn efecto en las hembras; b) FST: sintomas similares
ala depresion en ambos sexos, pero un tiempo de inmovilidad mas pronunciado
en las hembras; ¢) Prueba NOR: Se observé deterioro de la memoria a corto
plazo en ambos sexos, pero las hembras mostraron un mejor rendimiento a largo
plazo en comparacion con sus controles. No se observaron efectos relacionados
con la EIA en las pruebas de conducta SPT ni en MWM.

Estos resultados sugieren diferencias inherentes entre sexos en el rendimiento
de los roedores en pruebas conductuales que evaltan las conductas
emocionales, motivacionales y cognitivas. Ademas, la EIA podria afectar
de forma diferente a machos y hembras durante la abstinencia en adultez
temprana. Estos hallazgos subrayan la importancia de considerar el sexo
como una variable critica en los estudios preclinicos.

Palabras clave: Alcohol, juventud, comportamiento, atracones, diferencias
sexuales
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Abstract

A sex perspective in the behavioural effects induced by alcohol binge
exposure during youth or early adulthood remain limited. This study aimed
to evaluate the effects of high doses of ethanol on emotional behaviour
and cognition in 8-weeks old rats, from a sex perspective. Male and female
animals were exposed to ethanol binges (3 g/kg, 1.g.; 3 times/day x 4 days)
in a 2days on-2days off paradigm and assessed in the elevated plus maze
(EPM), forced swimming test (FST), saccharin preference test (SPT), Morris
water maze (MWM) and novel object recognition (NOR) test.

Baseline differences between control male and females were observed in
emotional, motivational and cognitive tasks. Additionally, Intensive Alcohol
Exposure (IAE) exerted sex-specific effects in: a) EPM: males showed anxiety
and no effect in females; b) FST: depressive-like symptoms in both sexes
but more pronounce immobility time in females; ¢) NOR test: impairment
in a short-term memory in both sexes but females displayed improved
performance in a long-term versus their controls. No IAE-related effects
were found in the SPT or MWM.

These results suggest inherent sex-differences in rodent performance
in behavioural tests assessing emotional, motivational and cognitive
behaviours. Additionally, IAE may impact male and females differently
during abstinence in early adulthood. These findings underscore the
importance of considering sex as a critical variable for preclinical studies.
Key words: Alcohol, youth, behaviour, binge drinking, sex differences
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Diferencias sexuales en tareas emocionales y cognitivas en ratas expuestas
a atracones de alcohol y en controles durante la adultez temprana

radicionalmente, la mayoria de los estudios pre-

clinicos en modelos animales se han realizado en

machos y, por lo tanto, existe una significativa falta

de informacién y un sesgo por sexo en una gran
cantidad de resultados biomédicos y psicobioldgicos. Durante
la dltima década, se ha producido un giro vertiginoso en la co-
munidad cientifica sobre este tema, instando a la incorporacién
de la variable sexo en todas las investigaciones preclinicas y tam-
bién de la perspectiva de género en los estudios en humanos. De
hecho, los cambios politicos, como el mandato de 2016 de los
National Institutes of Health (NIH), enfatizan la inclusion del
sexo como una variable biologica critica en la investigacion pre-
clinica y clinica (Campbell et al., 2024; Costa-Valle et al., 2022;
Kaluve et al., 2022). Esta necesidad emergente de comprender
las diferencias por sexo en la investigacién preclinica también
afecta a los estudios relacionados con el abuso de alcohol. Aun-
que los esfuerzos para abordar estos sesgos metodologicos se
han intensificado en los Gltimos aflos, la exploracién de las di-
ferencias basadas en el sexo en el contexto del abuso de alcohol
sigue siendo escasa, especificamente el impacto del abuso de al-
cohol en las respuestas conductuales, incluidas las subdivisiones
emocionales y cognitivas.

Varias lineas de investigacién que estudian el impacto del
consumo de alcohol en atracon (CAA) en jovenes o adultos
tempranos, incluida nuestra propia experiencia, han conduci-
do a importantes consecuencias bioldgicas y conductuales de
este patron tan peligroso de consumo de alcohol sin un enfo-
que especifico en la variable sexo (Anton et al., 2017, 2018), y
solo mas recientemente hemos abordado esta cuestion impor-
tante (Lopez-Valencia et al., 2024; Orio et al., 2018).

El CAA consiste en una exposicién intensiva al alcohol (EIA).
Se define como el consumo de 4 o 5 unidades estandar de bebi-
da (UBE) en un corto periodo de tiempo. Se sabe que el aumen-
to agudo en los niveles de etanol en sangre (BELs) alcanzado
durante este patrén de consumo de alcohol (= 80 g/dL) contri-
buye a los efectos neurotdxicos y a las alteraciones en la plasti-
cidad cerebral (Patrick et al., 2021; Waszkiewicz et al., 2018), y
esta asociado con neuroinflamacion y alteraciones emocionales
y cognitivas (Antén et al., 2017; Crews et al., 2016; Orio et al.,
2018; Pascual et al., 2007, 2014). A pesar de sus resultados ad-
versos, el CAA es particularmente prevalente entre adolescentes
y jovenes, quienes suelen sentirse atraidos hacia este patron de
consumo debido a su asociacién con la desinhibicién conduc-
tual. La OMS vy otros sistemas globales de monitoreo han in-
formado sobre la prevalencia del consumo episodico intenso en
diferentes grupos de edad, enfatizando su impacto en la salud
publica (World Health Organization, 2024). Los jévenes son
mas vulnerables a los efectos reforzadores de las drogas, espe-
cialmente del alcohol, que a menudo es facilmente accesible en
muchos entornos. De hecho, una combinacién de vulnerabili-
dad biolégica y una predisposicién a buscar nuevas experiencias
aumenta el riesgo de consumo y abuso de sustancias durante la
adolescencia (Chung et al., 2018; Maldonado-Devinccti et al.,
2022; Sicher et al., 2022; Spear, 2018).

Este estudio tiene como objetivo investigar los efectos de la
EIA de manera comparativa en ratas jovenes macho y hembra
durante la abstinencia temprana, utilizando un modelo ani-
mal validado y centrandose en comportamientos cognitivos y
emocionales. Buscar posibles diferencias especificas por sexo
en el desempefio de varias pruebas nos ayudara potencial-
mente a comprender mejor las diferencias basales en el com-
portamiento normal y el mecanismo subyacente del abuso de

alcohol para cada sexo en un futuro préximo.

Material y métodos

Animales
Cincuenta y siete ratas Wistar (Envigo©, Barcelona, Espaiia)
de siete semanas de edad a su llegada se utilizaron en todos los
experimentos. Las hembras y los machos fueron alojados en
diferentes habitaciones aisladas en grupos de 3-4 por jaula. Se
mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (21 *
1°C) y humedad (59 = 10%) bajo un ciclo invertido de 12 h
oscuridad-luz (luces encendidas a las 8:00 p.m.), con libre acceso
a comida y agua. Los animales se habituaron a estas condiciones
durante una semana antes de los experimentos y luego fueron
manipulados suavemente para aclimatarse a los experimenta-
dores y al procedimiento de gavage.

Todos los procedimientos fueron aprobados y se ajustaron
a las directrices del Comité de Bienestar Animal de la Uni-
versidad Complutense de Madrid (referencias de aprobacion
¢tica: PROEX 312/19; PROEX 122.7/23), siguiendo la le-
gislaciéon europea (2010/63/EU).

Disefio experimental

Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a los grupos con-
trol y alcohol: grupo control macho (n=9), grupo alcohol
macho (n=10), grupo control hembra (n=18) y grupo alco-
hol hembra (n=20). Las ratas recibieron dosis intermitentes
intragastricas (i.g.) de etanol o agua tres veces al dia durante
cuatro dias utilizando canulas especificas (aguja 16-G, Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), en un protocolo de 2 dias
de administraciéon/2 dias de descanso (Fig. 1A). Este es un
protocolo modificado (de Antén et al., 2017; Obernier et al.,
2002; Rodriguez-Gonzalez et al., 2021) previamente utili-
zado por nuestro grupo (Lopez-Valencia et al., 2024), que
introduce un periodo de abstinencia, un factor relevante im-
plicado en los efectos perjudiciales del consumo en atracéon
(Pascual et al., 2007). Los experimentos en hembras se rea-
lizaron por duplicado para aumentar la validez interna de
los resultados, que se presentan como un conjunto de datos
procedentes de dos experimentos idénticos.

Evaluacién conductual

La evaluacién conductual fue programada con un intervalo
de tiempo suficiente para evitar interferencias entre las prue-
bas, y se realiz6 durante la fase oscura (ver Fig. 1B para la
linea temporal experimental). Las ratas fueron evaluadas en
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pruebas tradicionales utilizadas para analizar alteraciones
emocionales y cognitivas, siguiendo una alternancia de los
grupos experimentales en todas las pruebas. Los analisis se
realizaron mediante un protocolo doble ciego para asegurar
la veracidad de los resultados.

Conducta tipo ansiosa:
Laberinto en Cruz Elevado
Para evaluar la conducta tipo ansiosa, realizamos la prueba
del Laberinto en Cruz Elevado (EPM) 12 h después del alt-
mo atracén de etanol. E1 EPM se basa en un equilibrio entre
el miedo y la curiosidad hacia la novedad, y esta disenado
para evaluar conductas relacionadas con la ansiedad en roe-
dores (Cosquer et al., 2005; Pellow et al., 1985).

El EPM se realiz6 sobre dos brazos abiertos de plastico negro
y gris (50 x 10 cm) y dos brazos cerrados perpendiculares del
mismo tamaflo pero con paredes opacas de 50 cm de altura. La
unién de los cuatro brazos formaba una zona central cuadrada
(10 cm?). El aparato estaba elevado 65 cm sobre el suelo. La
intensidad de luz se ajust6 a 20 lux. El dia de la prueba, cada
rata se coloco en la plataforma central mirando hacia un brazo
cerrado y en posicion opuesta al experimentador. Luego, el ani-
mal pudo explorar libremente el laberinto durante 5 min. Entre
animales, el laberinto se limpi6 cuidadosamente con etanol al
5% para eliminar posibles olores. Una rata cay6 inicialmente
del EPM vy fue excluida del analisis. EI nimero de entradas y
el tiempo empleado en todos los brazos fueron medidos me-

Figura 1

Representacion esquemadtica del disefio experimental

diante un sistema controlado por ordenador (Mazesoft-4) que
registraba las interrupciones de haces infrarrojos situados a lo
largo de cada brazo. El porcentaje de cada parametro se calculd
a partir del total de entradas en cualquier brazo y del tiempo
total empleado en ambos tipos de brazos, respectivamente. Se
consider6 una visita siempre que el animal entrara en un brazo
con las cuatro extremidades. La conducta tipo ansiosa se definié
como una disminucién en el nimero de entradas y del tiempo
empleado en los brazos abiertos en relacién con las entradas

totales y el tiempo total, respectivamente.

Conducta tipo depresiva:

Prueba de Natacién Forzada

La Prueba de Natacién Forzada (FST) se basa en el método
descrito por Porsolt (Porsolt et al., 1977) y es uno de los ensa-
yos mas comunes para el estudio de la conducta tipo depresi-
va en roedores (Slattery y Cryan, 2012; Yankelevitch-Yahav
et al., 2015), aunque existen opiniones contradictorias (Ar-
mario, 2021).

Los animales fueron evaluados 27 h después de la tltima
administracién de etanol (ver Fig. 1 para el disefio experi-
mental). Se colocaron individualmente en cilindros transpa-
rentes (47 x 35 cm) llenos de agua (25 £ 1°C) durante 5 min.
Se analizaron conductas orientadas al escape, como nado
(movimientos horizontales en el tanque), trepa (movimientos
verticales de las patas delanteras), inmovilidad y latencia a

la inmovilidad. Todos los ensayos se realizaron bajo luz roja

A HORA DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIAS DIA6 DIA7
7:00 EtOH EtOH EtOH EtOH
3g/Kg 3g/Kg 3g/Kg 3g/Kg
15:00 | EtOH EtOH EtOH ;t(/)KH I
sg/ke | 3e/ke 3g/Kg e/*e !
1
23:00 EtOH EtOH EtOH 3Et7KH !
3g/kg | 3g/Keg 3g/keg &/%8 i
1
T
1
v
B Evaluacién del comportamiento
Ultima
dosis de
alcohol EPM FST SPT MWM NOR
12h 27h  36-54-60h  Dias 5-9 Dias 12-14

Nota. A) Exposicion intensiva al alcohol; los atracones fueron administrados por via intragastrica, 3g/kg, excepto la dosis inicial que fue de 5 g/kg, cada 8 horas

en un protocolo de 2 dias ON-2 dias OFF-2 dias ON; B) Linea temporal de las prue

bas de comportamiento. EtOH: etanol; EPM: elevated plus maze (laberinto

en cruz elevado); FST: forced swimming test (test de natacidn forzada); SPT: saccharin preference test (test de preferencia por la sacarina); MWM: Morris water

maze test (laberinto acuatico de Morris); NOR: novel object recognition test (test de reconocimiento de objetos novedosos).
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y fueron grabados para andlisis posterior. Un aumento de
la inmovilidad o una disminucién en los tiempos de nado,
escalada o latencia se consideraron indicativos de conducta
depresiva, reflejando una falta de persistencia en el escape
(Cryan et al., 2002; Detke et al., 1995).

Conducta anhedénica:

Prueba de Preferencia por Sacarina

La Prueba de Preferencia por Sacarina (SPT) se utiliza para
medir la sensibilidad a la recompensa en roedores (Scheggi
et al., 2018). Una vez finalizado el FST] alrededor de 27 h
tras el tltimo atracén, los animales fueron secados con una
toalla y alojados individualmente, con comida ad lbitum. En
cada jaula individual, se ofreci6 a las ratas una eleccion libre
entre 2 botellas, una con sacarina al 0,1% (p/v) y otra con
agua del grifo. Las botellas se pesaron para determinar el
consumo de liquido y se colocaron en la jaula alternando la
posicion del agua y la sacarina para evitar preferencia por
localizacion. El consumo de liquido se midié en momentos
especificos de abstinencia desde el Gltimo atracéon (36 h, 54
h, 60 h) y se calculd el consumo acumulado. La preferencia
por sacarina se mostré como el porcentaje de sacarina consu-
mida respecto al total de liquido ingerido. Una disminuciéon
en la preferencia por la solucién dulce (recompensa natural)
se considera una manifestaciéon de anhedonia, un sintoma
central de la conducta tipo depresiva (Scheggi et al., 2018;
Slattery et al., 2007).

Memoria espacial:
Laberinto Acuatico de Morris
La prueba del Laberinto Acuatico de Morris (MWM) se
utiliza para medir el aprendizaje y la memoria espacial en
roedores (Rendeiro et al., 2009). Esta prueba se llevé a cabo
durante 5 dias consecutivos en una piscina circular (didmetro
122 cm). El agua del tanque se volvié opaca con témpera
blanca no téxica (temperatura 24 + 1°C). La piscina estaba
en una sala con sefiales externas visibles y la intensidad de luz
controlada. El experimentador también actuaba como sefial.
Una plataforma (diametro 10 cm) estaba sumergida 1-2 cm
bajo la superficie del agua en uno de los cuatro cuadrantes
imaginarios iguales. Durante 4 dias consecutivos, los anima-
les fueron entrenados para encontrar la plataforma sumergi-
da en una ubicacién fija del MWM. Cada dia consistia en 4
ensayos en los que los animales eran liberados mirando hacia
la pared desde diferentes puntos. Cada ensayo tenia una la-
tencia maxima de 60 s, en los que los animales exploraban
libremente la piscina para alcanzar la plataforma. Todas las
ratas permanecian en la plataforma 10 s mas antes de ser re-
tiradas del agua. Las latencias para encontrar la plataforma
se registraron en cada ensayo y se calcul6 el promedio por
dia y animal. Tras cada ensayo, los animales eran secados y
retornados a sus jaulas de origen.

El quinto dia, la prueba se realizé sin la plataforma durante
60 s con una nueva posicién de inicio en la piscina para asegurar

que los animales recordaran la localizacién objetivo y no una
trayectoria especifica. Aqui, se midio la latencia para alcanzar
la localizacion previa de la plataforma, el nimero de cruces so-
bre dicha localizacién y el ttempo empleado dentro de un anillo
imaginario (didmetro 30 cm) alrededor de donde habia esta-
do la plataforma. Todos los ensayos fueron grabados por una
camara situada encima de la piscina para su analisis posterior

(Vorhees y Williams, 2006).

Memoria de reconocimiento:

Prueba de Reconocimiento de Objetos

La Prueba de Reconocimiento de Objetos (NOR) se realizo
para estudiar posibles alteraciones de memoria basadas en
la tendencia de los roedores a interactuar mas con un objeto
nuevo que con uno familiar (Bevins y Besheer, 2006).

La prueba se realizé en un recinto cuadrado (80 x 80 x 42
cm) con paredes y suelo pintados en negro mate. El recinto se
subdividi6 en 4 secciones iguales, permitiendo la evaluacion si-
multanea de 4 ratas. EIINOR se realiz6 de acuerdo con estudios
previos (Marco et al., 2013; Moya et al., 2022) bajo condiciones
de baja iluminacion (20 lux). La prueba se organizo en tres fases:
habituacion (tempo = 0), fase de entrenamiento (pre-test) y dos
sesiones de prueba, alas 4 hy 24 h tras la fase de entrenamiento.
Durante la habituacion, los animales exploraron libremente la
arena durante 5 min sin objetos. En la fase de entrenamiento,
2 objetos idénticos (botellas de vidrio) se colocaron en esquinas
opuestas la arena, y los animales los exploraron libremente du-
rante 3 min. En la sesién de prueba 4 h después del entrena-
miento, uno de los objetos familiares (F, botella de vidrio) fue
sustituido por un objeto nuevo (N1, cenicero verde), y las ratas
exploraron ambos objetos durante 5 min. En la sesion de 24 h,
el objeto nuevo N1 fue sustituido por otro objeto nuevo (N2, hu-
cha), y las posiciones de los objetos se alternaron para evitar pre-
ferencias por localizacion. Tanto las sesiones de entrenamiento
como las de prueba fueron grabadas en video (Sony DCRDV-
D310E, Espana). Se consider6 exploracion de un objeto cuando
los animales dirigian el hocico hacia ¢l a una distancia < 1 cm,
mientras que girar alrededor, trepar o morder los objetos no se
consider6 exploracion. Se registrd la latencia para explorar por
primera vez el objeto nuevo en las sesiones de prueba y se cal-
cul6 el indice de discriminacion (DI) como la diferencia entre el
tiempo explorando el objeto nuevo y el familiar en relacién con
el iempo total de exploracién de ambos objetos.

Analisis estadistico

Todos los datos se expresaron como media = S.E.M. y se
analizaron mediante un andlisis de varianza de dos vias
(ANOVA de 2 vias), comparando los factores [alcohol/
agua] frente a sexo [macho/hembra], cuando se verifico la
normalidad; de lo contrario, se utiliz6 una prueba de Krus-
kal-Wallis. La prueba de preferencia por sacarina se analizo
mediante un ANOVA de tres vias con tiempo (36 h, 54 h,
60 h), tratamiento de alcohol (agua frente a alcohol) y sexo
(machos vs. hembras) como factores independientes. Se reali-
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zaron comparaciones post hoc (Bonferroni o Dunn) en caso de
interaccion significativa entre factores. La homocedasticidad
se comprob6 mediante la prueba de Barlett y los datos se
transformaron (sqrt, logl0) cuando fue necesario. Los valo-
res outliers se excluyeron utilizando la prueba de Grubbs. Se
estableci6 un valor p < 0,05 como umbral de significaciéon
estadistica en todos los analisis. Todos los datos se analizaron
utilizando GraphPad Prism versién 8.01 (GraphPad Softwa-
re, Inc., La Jolla, CA, USA).

Aspectos éticos
Todos los protocolos han sido aprobados por el Comité de
Bienestar Animal de la Universidad Complutense de Madrid
(referencia: PROEX 312/19), siguiendo la legislaciéon euro-
pea (2010/63/EU).

Resultados

Efectos sobre la ansiedad

En el EPM, observamos un aparente efecto opuesto del al-
cohol en machos y hembras frente a sus controles a las 12 h
de abstinencia, en relacién con el porcentaje de entradas en
los brazos abiertos (Fig. 2A). La prueba de Kruskal-Wallis fue
significativa (Kruskal-Wallis = 10,66, p=0,0137), y la prue-
ba post hoc de Dunn sugirié una conducta ansiégena en los
machos tratados con alcohol comparados con sus controles
(tendencia, muy cercana a la significaciéon (p=0,055)), que no

Figura 2

se observo en las hembras. De hecho, los datos en hembras
parecen seguir el patrén opuesto y, a pesar de no existir di-
ferencias significativas entre los grupos control y etanol en
hembras, las ratas hembra tratadas con etanol entraron mas
en los brazos abiertos comparado con los machos tratados
con etanol (Fig. 2A; p=0,0168).

Respecto al porcentaje de tiempo empleado en los brazos
(Fig. 2B), el ANOVA de 2 vias mostrd una interaccion sig-
149 =14,01, p=0,0005) y un
(1749\27,290, p=0,0095). Las com-

paraciones post hoc de Bonferroni revelaron una diferencia

nificativa entre etanol y sexo (F
efecto principal de etanol (F

entre controles machos y hembras, con las hembras pasando
menos tiempo en los brazos abiertos (p<0,03). La EIA indu-
jo un efecto claramente ansiégeno en los machos (p<0,01)
pero no en las hembras (p>0,05, n.s.) en comparaciéon con
sus respectivos controles (Fig. 2B), como también sugirieron
los datos mencionados en la Fig. 2A.

Efectos sobre la conducta tipo depresiva
En el FST, el tratamiento con atracones de etanol indujo re-
ducciones en la latencia a la primera inmovilidad (Fig. 3A;
F“,WZO,OI 111, p=0,0090), sin diferencias por sexo, indica-
tivo de una conducta tipo depresiva durante la abstinencia
temprana de alcohol (~27 h).

La interacciéon entre factores (tratamiento y sexo) estuvo
en el limite de la significacién para la inmovilidad (Fig. 3B;

F. .,=3,964, p=0,0517) y fue significativa para el tiempo de

(1,53)

Test del laberinto en cruz elevada (EPM) para evaluar el comportamiento similar a la ansiedad en machos y hembras
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Nota. A) Ratio de entradas en los brazos abiertos sobre el total de entradas; B) Ratio del tiempo pasado en los brazos abiertos sobre el total de tiempo pasado
en ambos brazos. Los animales fueron evaluados 12h después de la Ultima administracién de alcohol. Los resultados representan la media + S.E.M. (n=9-10
los machos y n=18-20 las hembras: agrupacién de sujetos de dos experimentos idénticos). Analisis no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de la prueba post
hoc de Dunn (A): “p < 0,05. ANOVA de dos vias (B): Interaccién medida por la prueba post hoc de Bonferroni (Fig.2A): “p < 0,05, *p < 0,001. Efecto principal del

alcohol (EtOH): #¥p < 0,001.
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Figura 3

Test de natacion forzada (FST) para evaluar el comportamiento de tipo depresivo
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Nota. A) Latencia a la inmovilidad; B) Tiempo de inmovilidad; C) Tiempo de natacién; D) Tiempo de escalada. Los animales fueron evaluados con esta prueba en torno
a 27h después de la Ultima administracién de alcohol. Los resultados representan la media + S.E.M. (n=9-10 los machos y n=18-20 las hembras = sujetos agrupados
procedentes de dos experimentos idénticos). ANOVA de dos vias: Efecto principal del alcohol (EtOH) #p < 0,001; efecto principal del sexo ****p < 0,0001; interaccién
tras post hoc de Bonferroni: las hembras tratadas con alcohol difieren de las hembras control “p < 0,05; las hembras difieren de los machos “p < 0,0001.

nado (Fig. 3G; F

=4,622, p=0,0362), con pruebas post hoc
de Bonferroni indicando que las hembras tratadas con etanol
podrian tener mayor inmovilidad frente a sus controles hem-
bra (p<0,05). Un efecto principal del sexo para la inmovilidad
155 146,1, p<0,0001 y F, ., =126,5, p<0,0001,

respectivamente) indicé que las hembras mostraron mayor

y el nado (F

duracién de inmovilidad y menor tiempo de nado, un efecto
también mostrado tras la prueba post hoc de Bonferroni (Fig.
3B, p<0,0001; Fig. 3C, p<0,0001, respectivamente).

No se observaron diferencias en los tiempos de escalada
entre grupos experimentales (Fig. 3D; efecto principal EtOH:
F(1$52A\=1,241, p=0,2705; efecto principal Sexo: F(1$52«\=O,2063,
p=0,6516; F, ;,=0,8724,
p=0,3546).

interaccién entre factores:

Efectos sobre el estado motivacional negativo
o anhedonia

El SPT comenz6 27 h después de la tltima exposicion a atra-
cones y registramos el consumo acumulado durante las 36 h,
54 h'y 60 h de abstinencia alcoholica (Fig. 4). E1 ANOVA de
3 vias de medidas repetidas, comparando tratamiento, sexo

y tiempo, encontrd efectos principales del tiempo de absti-
(1,768,83.73):47034’ p=0,0255) y del sexo (F(1,52;:55>90>
p<0,0001), siendo las hembras el sexo que mostré mayor pre-

nencia (F

ferencia por la sacarina a lo largo del tiempo. Dado que el
ANOVA de 3 vias indic6 una interaccion entre tiempo y sexo

<F 2,97)
con etanol, realizamos un ANOVA de 2 vias (tiempo x sexo)

=3,191, p=0,0455) independientemente del tratamiento

y la prueba post hoc de Bonferroni confirmé que las hembras
mostraron mayores preferencias a las 36 h (p<0,0001), 54 h
(p<0,001)y 60 h (p<0,0001) (Fig. 3).

A pesar de estas diferencias, en los tiempos de evaluacion
en este experimento los posibles efectos de la IAE sobre la
conducta anhedénica no fueron evidentes, ya que no encon-
tramos efectos del alcohol en machos ni en hembras frente
a sus respectivos controles en ningun momento evaluado (p
> 0,05, n.s.).

Efectos sobre la memoria espacial

Para estudiar si el consumo de alcohol afectaba al aprendiza-
je y la memoria espacial de manera diferencial en machos y
hembras, realizamos la prueba de MWM. Durante la curva
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Figura 4

Test de preferencia por la sacarina (SPT) para evaluar la
anhedonia
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Nota. La preferencia por la sacarina fue calculada como el porcentaje de sa-
carina consumida sobre el total de liquido consumido. Se evalué el consumo
acumulado de los animales, iniciando en torno a las 27h después de la Ultima
administracion de alcohol y tomando medidas a las 36h, 54h y 60h de absti-
nencia de alcohol. Los resultados representan la media + S.E.M. (n=9-10 los
machos y n=18-20 las hembras = agrupacién de sujetos de dos experimentos
idénticos). ANOVA de 3 vias de medidas repetidas (sexo x tratamiento x tiem-
po): efecto principal del sexo: efecto *#p < 0,0001; efecto principal del tiempo
&p < 0,05; interaccion (tiempo x sexo) (no representado en la figura).

Figura 5

de aprendizaje, no hubo diferencias significativas ningun dia
entre los grupos (Fig. 5A) y el tiempo necesario para encon-
trar la plataforma disminuy6é conforme avanzaron las sesio-
nes para todos los sujetos.

En la prueba de referencia, no observamos efectos signi-
ficativos de los atracones de alcohol en las variables de la-
tencia, cruces o exploracion del cuadrante en la prueba (Fig.
5B,G.D; F,.,=3,051, p=0,0867; F . =235, p=0,1174
F{'1.53>:07009591> p=0,9224, respectivamente), aunque se ob-
servé una tendencia a una mayor latencia en hembras tra-
tadas con etanol frente a sus controles (Fig. 5B, p=0,0867,
n.s.). Sin embargo, hubo un efecto principal del sexo en los
cruces sobre la plataforma y el tiempo de nado alrededor
del cuadrante de localizacién de la plataforma (Fig. 5C,D;
F[;1,52>:7>1447 p=0,0100; Fq1‘53;>:14>76> p=0,0003, respectiva-
mente), con mayores valores en hembras que en machos.

Efectos sobre la memoria de reconocimiento

En el NOR, observamos un efecto principal del alcohol en la
latencia al primer acercamiento al objeto nuevo 4 h después
46— 4491, p=0,0395),
ya que tanto machos como hembras tratadas con etanol mos-

de la fase de entrenamiento (Fig. 6A, F

traron mayores latencias que los controles, indicativo de al-
teraciones en la memoria a corto plazo. La interaccién entre
factores (sexo x tratamiento) estuvo cerca de la significacién
(F, 5=3,551, p=0,065), sugiriendo que el efecto del alcohol
podria ser mas fuerte en machos (Fig. 6A). No hubo efecto

principal del sexo (F, ,.=0,8515, p=0,3609). En cuanto al

(1,46)

Laberinto acudtico de Morris (MWM) para evaluar la memoria especial
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Nota. A) Curva de aprendizaje incluyendo el promedio de cada grupo experimental durante los cuatro ensayos. B) Latencia para encontrar la ubicacién de la
plataforma. C) Numero de cruces sobre la localizacién de la plataforma. D) Tiempo de nado en torno al cuadrante de la plataforma. Los resultados represen-
tan la media + S.E.M. ANOVA de dos vias: efecto principal del sexo *p < 0,05, ***p < 0,0001.
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Figura 6

Prueba de reconocimiento de objetos (NOR) para evaluar la memoria de reconocimiento
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Nota. A) Latencia de exploracién del objeto nuevo a las 4h. B) Latencia de exploracién del objeto nuevo a las 24h. C) indice de discriminacién a las 4h. D) indice
de discriminacion a las 24h. Los resultados representan la media + S.E.M. ANOVA de dos vias: efecto principal del EtOH #p < 0,05; efecto principal del sexo *p
< 0,001; interaccién medida por la prueba post hoc de Bonferroni: *p < 0,001, **p < 0,0001.

DI, la interaccién estuvo nuevamente cerca de la significa-

cion (Fig 6C; Fi o

=3,399, p=0,0713, n.s.) y no se encontra-
ron efectos priﬁcipales del alcohol o del sexo (F ,,=0,1159,
p=0,7350; F  ,,=0,5682, p=0,4546, respectivamente).

A largo piézb, 24 h después de la fase de entrenamien-
to, el ANOVA de 2 vias reveld efectos principales de eta-
nol y sexo (Fig. 6B; F(1)44)=5,153, p=0,0282; F(1’44>=10,09,
p=0,0027, respectivamente) con una interacciéon entre fac-
tores (F, ,,
revelaron que los animales control hembra tuvieron mayores
latencias a las 24 h para explorar el objeto nuevo que los
controles machos (p<0,01). En la prueba a largo plazo, solo
las hembras tratadas con etanol mostraron una reduccién en
la latencia frente a sus controles hembra (p<0,001) (Fig. 6B).
En cuanto al DI, el ANOVA de 2 vias no mostrd interaccion
entre factores (Fig. 6D; F, . =0,04861, p=0,8264), ni efectos
principales de etanol o sexo 24 h después del entrenamien-
to (Fig. 6D; F |, =1,037, p=0,3132; F | | =1,330, p=0,2541,
respectivamente).

=7,816, p=0,0076). Las comparaciones post hoc

En conjunto, el analisis de latencia en el NOR revela un
patrén de comportamiento diferente en machos y hembras en

las pruebas a corto y largo plazo. La EIA parece afectar nega-
tivamente la memoria a corto plazo en ambos sexos (Fig. 6A),
mientras que a largo plazo la EIA induce el efecto contrario
(disminucion en la latencia) solo en las hembras (Fig. 6B).

Discusion
Este estudio explora los efectos diferenciales de la exposicion
a atracones de alcohol en ratas macho y hembra durante la
adultez temprana. Al centrarse tanto en comportamientos
cognitivos como emocionales, pretende descubrir diferencias
especificas por sexo que configuran el comportamiento
animal en condiciones fisiologicas (control) en varias pruebas
ampliamente utilizadas en estudios preclinicos, asi como el
impacto de la EIA durante la adultez temprana desde esta
perspectiva de sexo. Nuestros resultados sugieren algunas
diferencias por sexo tanto en condiciones control como de
etanol dependiendo de la prueba, destacando la imperiosa
necesidad de incluir ambos sexos en cualquier estudio

preclinico que evalGe el comportamiento emocional y
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cognitivo en animales. Las implicaciones de estas diferencias
se discuten a continuacion.

Diferencias por sexo en el comportamiento en
condiciones fisiolégicas (control)

En términos de estado emocional, se observaron diferencias
por sexo en las conductas de tipo ansiosa y depresiva en
condiciones control, segiin lo mostrado por el rendimiento
de los animales en el EPM y el FST. El EPM es una
prucba ampliamente utilizada para evaluar la conducta
tipo ansiosa en roedores. Estas tareas explotan el conflicto
entre el impulso exploratorio de los roedores y su tendencia
a evitar los espacios abiertos (Campbell et al., 2024; Chen
et al.,, 2024; Donner y Lowry, 2013). Nuestros resultados
indican que las hembras pasan significativamente menos
tiempo en los brazos abiertos del EPM en comparacién con
los machos en condiciones normales. Aunque la literatura
generalmente establece que las hembras tienden a exhibir
un comportamiento menos ansioso, mostrando mas interés
en las areas abiertas que los machos (Gampbell et al., 2024),
muchos autores proponen que las diferencias sexuales en este
patron conductual pueden reflejar estrategias alternativas de
afrontamiento o exploraciéon ambiental, mas que verdaderos
comportamientos relacionados con la ansiedad (Donner y
Lowry, 2013).

El FST y el SPT son métodos estandar para evaluar los
efectos antidepresivos en roedores (Scheggi et al., 2018; Sla-
ttery et al., 2007), aunque la utilidad del FST para este pro-
posito ha sido cuestionada recientemente (Armario, 2021).
En el FST, las conductas de nado y escalada representan la
respuesta adaptativa del animal ante una situacién adversa,
sugiriendo que la ausencia de estas conductas o una mayor
tendencia a la inmovilidad son indicadores de desesperanza
conductual o comportamiento tipo depresivo (Dalla et al.,
2010). Por otro lado, el SPT evaltia la conducta motivacional.
Parte del supuesto de que los animales consumiran mas sa-
carina debido a sus propiedades hedoénicas, y la disminucién
en la preferencia por ella (una recompensa natural) represen-
ta anhedonia, un sintoma central de la depresion, inducido
por diferentes estresores (Campbell et al., 2024; Sayd et al.,
2015). Es comtn encontrar diferencias por sexo relaciona-
das con el estado emocional basal en la literatura, indican-
do que las hembras muestran mas conductas tipo depresivas
comparadas con los machos en tareas como el FST (Dalla et
al., 2010), en consonancia con nuestros resultados. No obs-
tante, los resultados en tareas relacionadas con la conducta
tipo depresiva son inconsistentes; como sefialan Kokras et al.
(2015), en el FST, un tercio de los estudios muestra mayor
inmovilidad en hembras, como mostramos aqui, un tercio en
machos (Pavlova et al., 2020; Xia et al., 2023) y un tercio no
encuentra diferencias por sexo. Por el contrario, en el SPT,
las hembras parecen mostrar una mayor preferencia por la
sacarina, tanto en nuestro estudio como en trabajos previos,

exhibiendo un impacto diferente en el sistema de recompen-

sa, lo que cuestiona el uso de estas pruebas como medida de
comportamiento depresivo (Dalla et al., 2010; Kokras et al.,
2015). Esto subraya la necesidad de validar tareas represen-
tativas que describan correctamente las diferencias conduc-
tuales entre animales macho y hembra, para poder traducir
los resultados al comportamiento humano.

Respecto al rendimiento cognitivo, el MWM proporciona
informacién sobre la capacidad de aprendizaje y memoria
espacial mediante medidas como el tiempo que tarda el ani-
mal en encontrar la plataforma o el tiempo que pasa nadan-
do alrededor de ella (Zorzo et al., 2024). Aunque la mayoria
de los trabajos previos comparando machos y hembras en
navegacién espacial han encontrado una superioridad en
el rendimiento de los machos (Bowman et al., 2022; Gutié-
rrez-Menéndez et al., 2023; Zorzo et al., 2024), en nuestro
estudio no se encontraron diferencias por sexo durante la fase
de aprendizaje, en linea con investigaciones previas (Q1 et al.,
2016), aunque en el dia de la prueba las hembras mostraron
mas cruces y tiempo de nado alrededor de la plataforma que
los machos. Estudios neurobiologicos relacionados con esta
capacidad han descrito diferentes estrategias utilizadas por
ambos grupos; los machos tienden a apoyarse en estrategias
espaciales globales, mientras que las hembras parecen favo-
recer sefiales espaciales del entorno (Shansky, 2018; Zorzo et
al., 2024). El elevado nimero de sefiales visuales dispuestas
en nuestro montaje experimental podria haber favorecido el
rendimiento de las hembras.

Otra funcién cognitiva relacionada con la memoria es la
capacidad de reconocer objetos nuevos. E1 NOR permite
evaluar esta habilidad obteniendo medidas de la latencia de
aproximacioén y el indice de discriminacion del objeto nove-
doso, tanto a corto plazo (4 h después de la fase de entrena-
miento) como a largo plazo (24 h después de la fase de entre-
namiento) (Marco et al., 2013; Moya et al., 2022). Nuestros
resultados sugieren que no hay diferencias en el rendimiento
de machos y hembras control en esta prueba a corto plazo,
aunque las hembras rinden peor a largo plazo. La ausen-
cia de diferencias sexuales en la memoria de reconocimien-
to coincide con la mayoria de los estudios (Campbell et al.,
2024; Van Hees et al., 2022) y solo algunos trabajos describen
una ligera superioridad de las hembras, en distintas fases del
ciclo estral (Koszatka et al., 2023; van Goethem et al., 2012).

Diferencias por sexo en los efectos de la
exposicién intensiva al alcohol

La mayoria de los estudios que exploran diferencias por sexo
en el consumo de alcohol se realizaron en ratones C57BL/6],
con paradigmas de acceso intermitente y voluntario —como
el paradigma de eleccién entre dos botellas o el “drinking in
the dark” (DID)—, en los que se estudian los efectos del con-
sumo a largo plazo (Ardinger et al., 2024; Leonardo Jimenez
Chavez et al., 2020; Magee et al., 2024; Maldonado-Devinc-
cietal., 2022; Rath et al., 2020; Rivera-Irizarry et al., 2023).
En ratas, existen estudios de consumo voluntario de alcohol
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Tabla 1

Resumen de las diferencias sexuales en el comportamiento en
condiciones fisioldgicas (control)

Pruebas de

. Diferencias sexuales en animales control
comportamiento

Las hembras pasan menos tiempo en los

EPM brazos abiertos en comparacién con los
machos.
ST Las hembras pasan menos tiempo nadando y

mas tiempo inmoéviles que los machos.

Las hembras exhiben mayor preferencia por

SPT .
la sacarina que los machos.

No aparecen diferentes durante la fase de
aprendizaje; en la prueba de referencia las
hembras cruzan mas veces y nadan durante
mas tiempo en torno a la ubicacién de la
plataforma que los machos.

MWM

No hay diferencias a las 4h; las hembras

NOR muestran peor rendimiento a las 24h.

mediante el paradigma de dos botellas (Abderrahim et al.,
2022; Albrechet-Souza et al., 2020; Bujan et al., 2024). Solo
unos pocos estudios con perspectiva de sexo emplearon la
administracién intragastrica de etanol, generalmente du-
rante periodos largos, y los resultados siguen siendo mixtos
(Healey et al., 2023; Jia et al., 2024; Penta et al., 2024; Var-
linskaya et al., 2020). Hasta donde sabemos, ninguna inves-
tigacion previa ha examinado diferencias sexuales en la EIA
con este protocolo especifico de administracion, empleando
dosis altas de etanol en un periodo corto de tiempo. Nuestros
resultados sugieren que la exposicion forzada a atracones de
alcohol afecta de forma diferente a ratas macho y hembra
solo en algunas pruebas, que se discuten a continuacion.

Nuestros resultados mostraron que el efecto de la EIA so-
bre la ansiedad en el EPM fue claro para los machos, en con-
cordancia con nuestros estudios previos con este modelo ani-
mal (Antén et al., 2017), pero este efecto no esta presente en
las hembras tratadas con etanol, que no mostraron diferen-
cias con sus controles hembra. Cabe sefialar que las hembras
tratadas con etanol mostraron una tendencia en direccién
opuesta (efecto ansiolitico), y esta posible diferencia sexual
también ha sido destacada por otros autores utilizando otros
paradigmas de administracién de etanol (Albrechet-Souza et
al., 2020; Bujan et al., 2024; Costa-Valle et al., 2022).

Ademas de esto, nuestro estudio aporta evidencia de que
la exposicion en atracon tiene efectos depresivos en ambos se-
x0s, pero predominantemente en las hembras, que muestran
mayores tiempos de inmovilidad en el FST, en concordancia
con otros estudios. La conducta tipo depresiva inducida por
el alcohol durante la abstinencia en machos concuerda con
nuestros datos previos utilizando este modelo CAA (Antén
etal., 2017)y con estudios empleando exposicion a vapor de
etanol (Bach et al., 2021; Walker et al., 2010).

Las reducciones en la preferencia por la sacarina en el

SPT se relacionarian con este efecto depresivo. Sin embargo,

en nuestro estudio no encontramos efectos de la EIA en esta
prueba. Hemos observado previamente que un estado infla-
matorio inducido por la administracién de lipopolisacaridos,
que se sabe que aumenta después de la EIA (Antén et al.,
2017, 2018), induce un estado anhedénico en machos (Sayd
etal., 2015), pero no habiamos evaluado antes a los animales
bajo este modelo de EIA. Es posible que el periodo de abs-
tinencia al inicio de la prueba fuera demasiado tardio para
observar este efecto, ya que la disminucién en la preferencia
por sacarina depende en gran medida del estado inflamato-
rio del animal (Abderrahim et al., 2022; Sayd et al., 2015).

En términos de la funcién cognitiva evaluada en el MWM,
en nuestro estudio no observamos efectos significativos del al-
cohol sobre la memoria espacial, aunque se observé una ten-
dencia (no significativa) en las hembras tratadas con etanol,
que mostraron una aparente mayor latencia en el tiempo re-
querido para localizar la plataforma. Otros estudios describie-
ron efectos negativos del alcohol sobre la memoria espacial en
machos siguiendo un protocolo de acceso intermitente y vo-
luntario al alcohol (Sanz-Martos et al., 2023), aunque en nues-
tro estudio no se observaron efectos del etanol en los machos.

En el NOR, encontramos que los grupos tratados con eta-
nol muestran comportamientos diferentes en las dos sesiones
de prueba, alas 4 h y 24 h después de la fase de entrenamien-
to. A las 4 h, el alcohol muestra efectos significativos en ambos
sexos, aumentando la latencia de aproximacion al objeto nove-
doso, con un posible efecto mas fuerte en machos (tendencia;
interacciéon no significativa p=0,06). Sin embargo, a las 24 h,
los machos tratados con alcohol experimentan un aumento en
la latencia, como sucedi6 en el corto plazo, pero las hembras
exhibieron una menor latencia respecto a su grupo control
hembra. Este efecto fue sorprendente y podria estar favoreci-
do por los altos tiempos de latencia observados en las hembras
control. Otros autores han mostrado que diferentes paradig-
mas de administraciéon de etanol tienen efectos negativos sobre
la capacidad de reconocer objetos medida mediante esta tarea
(Lamont et al., 2020; Moya et al., 2022), pero no se han descri-
to diferencias sexuales (Van Hees et al., 2022). Estos resultados
en hembras necesitan ser confirmados en estudios futuros, y
debe explorarse el posible papel de la EIA en la consolidacion
de la memoria a largo plazo.

En conjunto, estos resultados sugieren que muchas pruebas
conductuales que se han utilizado ampliamente hasta la fecha
para evaluar tareas emocionales y cognitivas en modelos ani-
males preclinicos pueden ser ejecutadas de manera diferente
por machos y hembras en condiciones fisioldgicas, lo que tiene
implicaciones para una extrapolaciéon adecuada de los resul-
tados. Machos y hembras difieren biologicamente en varios
aspectos, incluido el perfil hormonal. Numerosos estudios han
demostrado la influencia critica de las hormonas en la regula-
ci6n del comportamiento (Hamson et al., 2016; Shirazi et al.,
2021), por lo que este podria ser un factor que contribuya a las
variaciones observadas entre resultados de machos y hembras.
Es importante sefialar que la adolescencia y la adultez tem-
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Tabla 2

Resumen de las diferencias sexuales en el comportamiento
después del EIA

Diferencias sexuales en los animales
tratados con alcohol

Pruebas de
comportamiento

Los machos tratados con alcohol entran
menos veces y pasan menos tiempo en

EPM los brazos abiertos en comparacion con su
grupo control, mientras que este efecto no se
observa en las hembras.

Las hembras tratadas con alcohol pasan mas
tiempo inmoviles que las hembras control,

FST .
mientras que este efecto no se observa en
machos.
En el ensayo a largo plazo, el alcohol mejora el
NOR rendimiento de las hembras en comparacion

con sus controles, mientras que este efecto no
se observa en machos.

prana son periodos cruciales para la maduracién, durante los
cuales los niveles hormonales fluctGan significativamente con
el tiempo y varian por sexo, desempefiando un papel clave en
el desarrollo neurobiolégico (Vijayakumar et al., 2018). Hor-
monas sexuales como el estradiol (predominante en hembras)
y la testosterona (predominante en machos) ejercen efectos
distintos sobre el desarrollo cerebral adolescente. Evidencias
recientes sugieren que el estradiol mejora la neurogénesis y la
plasticidad en regiones como el hipocampo, lo que podria es-
tar relacionado con el rendimiento superior de las hembras en
el MWM. En contraste, niveles elevados de testosterona pare-
cen estar asociados con una mayor sensibilidad al refuerzo y
una mayor propension a conductas de riesgo, lo que podria ex-
plicar las diferencias sexuales observadas en la preferencia por
sacarina y el comportamiento exploratorio en el EPM (Erol y
Karpyak, 2015; He et al., 2024).

Por otro lado, los efectos de la EIA pueden inducir efectos
diferenciales en machos y hembras; por ejemplo, los atra-
cones de alcohol indujeron un claro efecto ansidégeno en los
machos en el EPM y empeoraron la capacidad de reconoci-
miento en el NOR, en consonancia con la literatura previa,
mientras que la EIA parece tener un efecto mas desinhibito-
rio en el rendimiento en el EPM en hembras en el mismo pe-
riodo de abstinencia y un efecto potenciador de la memoria
de reconocimiento en la NOR, lo cual es intrigante y merece
mayor investigacion. Algunos autores sugieren que las fluc-
tuaciones hormonales a lo largo de las fases del ciclo estral
influyen tanto en el comportamiento animal como en los
efectos de la exposicion al alcohol (Corbett et al., 2024; Klein
Marcondes et al., 2001; Paiva-Santos et al., 2022; Scholl et
al., 2019; Sircar, 2019). La evidencia cientifica también su-
giere que el consumo de alcohol puede alterar los niveles cir-
culantes de hormonas sexuales. Por ejemplo, la intoxicacion
alcoholica aguda, como la observada en la EIA, se asocia con
una disminucién en los niveles de testosterona. Dado que la
testosterona se ha asociado con una mayor propensioén a con-

ductas de riesgo, las reducciones inducidas por el etanol en el

namero de entradas y en el tiempo en los brazos abiertos en
el EPM podrian explicarse parcialmente por este efecto. En
nuestro estudio no exploramos el ciclo estral de las hembras
ni los niveles hormonales, por lo que esta hipotesis sigue sien-
do especulativa y requiere mas experimentacion.

Ademas, algunos autores sugieren que las diferencias
hormonales relacionadas con el sexo pueden interferir con
el metabolismo del alcohol, afectando su absorciéon y distri-
bucién en el organismo, lo que finalmente conduce a efec-
tos conductuales distintos (Erol y Karpyak, 2015). En este
sentido, algunos autores han sugerido que las hembras tie-
nen un metabolismo del alcohol mas rapido que los machos
(Baraona et al., 2001; Desroches et al., 1995; Kishimoto et
al., 2002; Thomasson, 2002). La eliminacién mas rapida del
alcohol por parte de las hembras podria deberse a una mayor
actividad de enzimas hepaticas (Kishimoto et al., 2002; Ele-
na Quintanilla et al., 2007; Simon et al., 2002), aunque otros
autores no encontraron diferencias (Livy et al., 2003; Lopez
et al., 2003). Estas diferencias sexuales en el metabolismo del
alcohol podrian explicar algunas de las discrepancias con-
ductuales que la EIA indujo en machos y hembras en nuestro
estudio. En estos experimentos no medimos BELSs ni enzimas
hepaticas, por lo que no podemos confirmar esta hipotesis, y
esta es una limitaciéon del estudio.

Recientemente, se ha demostrado que el patrén de EIA
utilizado en este estudio afecta la microbiota intestinal, la in-
tegridad de la barrera intestinal, provocando la translocacion
de patoégenos hacia la circulacion sistémica y desencadenando
una respuesta inflamatoria periférica y la disrupcion de la ba-
rrera hematoencefalica que contribuye a la neuroinflamacion
inducida por alcohol, lo cual esta relacionado con alteracio-
nes emocionales y cognitivas (Antén et al., 2018; Orio et al.,
2019; Orio, 2020; Rodriguez-Gonzalez y Orio, 2020; Rodri-
guez-Gonzalez et al., 2021; Rodriguez-Gonzalez et al., 2023).

Investigaciones especificas sobre la microbiota han mos-
trado que las hormonas sexuales y la dieta afectan la prolife-
racion de diferentes comunidades microbianas, que a su vez
impactan en el sistema inmunitario, siendo estas diferencias
mas evidentes durante la adolescencia (Org et al., 2016). La
mayoria de los estudios mencionados se han realizado en
machos y solo recientemente disponemos de algunos datos
sobre el impacto diferencial de este protocolo de EIA en el
eje intestino-cerebro de machos y hembras (Lopez-Valencia
et al., 2024). En cualquier caso, el CAA parece afectar el
rendimiento cognitivo de manera diferente en hombres y
mujeres jovenes (Lees et al., 2019), lo cual podria estar rela-
cionado con componentes inflamatorios (Orio et al., 2018).

A pesar de aportar datos interesantes sobre posibles dife-
rencias por sexo en el comportamiento, reconocemos varias
limitaciones del estudio actual. Primero, aunque las pruebas
conductuales utilizadas en este estudio estan ampliamente des-
critas en la literatura y se administraron secuencialmente se-
gun un diseflo para evitar interferencias entre prucbas (Moya
et al., 2022; Moya et al., 2021; Marco et al., 2017), debe te-
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nerse en cuenta que la mayoria de ellas fueron validadas en
machos, por lo que es posible que su interpretacién en hem-
bras esté sesgada y no podamos descartar interferencias en los
animales hembra. En segundo lugar, este es un estudio que se
centra exclusivamente en el comportamiento; la ausencia de
medidas bioquimicas como BELs, hormonas o enzimas he-
paticas limita la interpretacién de los resultados. Finalmente,
una limitacién intrinseca del uso de este modelo de EIA es que
no permite identificar diferencias significativas en el patron de
consumo en atracon entre machos y hembras (mayor en hem-
bras), lo que compromete el caracter traslacional del estudio.
Nuestros hallazgos destacan la importancia de una ca-
racterizacion rigurosa de las pruebas ampliamente utiliza-
das para evaluar el comportamiento en modelos animales
preclinicos, considerando el rendimiento diferencial de las
hembras en algunas de estas pruebas, para mejorar la rele-
vancia traslacional de la investigacién. En términos de valor
traslacional, visibilizar las diferencias especificas por sexo en
los efectos de la EIA durante la adultez temprana es funda-
mental para cuestionar la suposicion de que el alcohol ejerce
efectos idénticos en ambos sexos, rompiendo la perspectiva
homogénea que atn persiste respecto a sus mecanismos de
accion, toxicidad, prevencion y tratamiento. Asi, la incorpo-
racién de una perspectiva basada en el sexo en futuras inves-
tigaciones es vital para la deteccién temprana de problemas
relacionados con el alcohol en ambos sexos, asi como para

orientar el disefio de intervenciones mas efectivas.
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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

glutamatergic,
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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 protecciéon 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.
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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 inmovilizaci6on(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 aumento 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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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-
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detecta una interaccién entre factores.
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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 interaccion
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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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 contrarresto 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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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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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 interacciéon 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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Resumen

La encefalopatia de Wernicke (WE) es una enfermedad neurolégica causada por la
deficiencia de tiamina (TD) cuyo principal factor de riesgo es el trastorno por uso del
alcohol. El objetivo de este estudio es explorar el perfil de expresion de genes candidatos
relacionados con neuroinflamacion, disfuncién mitocondrial y metabolismo de la tiamina
en el hipocampo de animales expuestos a consumo crénico de alcohol (CA), una dieta
deficiente en tiamina (TDD) o la combinaciéon de ambos.

Se analizaron un total de 42 ratas Wistar macho incluidas en 4 grupos experimentales:
control (C) que recibieron agua o agua suplementada con tiamina (0,2 g/L), alcohol
cronico (CA) durante 36 semanas, dieta TD y piritiamina durante 12 dias (TDD) y un
grupo que combinaba CA+TDD. La expresion relativa de factores neurotréficos (Pen, Mk,
Piprz), factores proinflamatorios (714, Ccl2 y Hmgbl), proteinas implicadas en homeostasis
mitocondrial (Mfnl y Mfn2) y enzimas del metabolismo de la tiamina (7pkl) se determiné a
partir de ARNm obtenido del hipocampo de los distintos grupos experimentales. El analisis
estadistico se realizo6 mediante el test no paramétrico Kruskal-Wallis.

La expresion de Plprz tendia a ser menor en el grupo TDD comparado con el grupo C
(no significativo) mientras que la disminucién de Piprz observada en el grupo TDD fue
estadisticamente significativa cuando se comparaba con el grupo CA+TDD (p<0,05).
Ademis, el grupo TDD mostr6 los menores niveles de expresion de Pin y esta disminucion
fue estadisticamente significativa comparada con los grupos C'y CA (p<0,05).

Nuestros resultados indican un perfil diferencial de expresién de la ruta PTN-MDK-
PTPRZ en el hipocampo de ratas con una dieta TD distinto al observado en el resto de
los modelos de encefalopatia WE analizados (CA y CA+TDD).

Palabras clave: Wernicke, Korsakoff, deficiencia de tiamina, pleiotrofina, receptor
proteina tirosina Fosfatasa Z, neuroinflamacion, hipocampo

Abstract

Wernicke’s encephalopathy (WE) is caused by thiamine deficiency (TD) whose
main risk factor is alcohol use disorder. Pathogenic mechanisms associated with
WE include mitochondrial dysfunction, oxidative stress and neuroinflammation.
This study aims to explore the gene expression signature of certain candidate genes
related to neuroinflammation, mitochondrial dysfunction and thiamine metabolism
in the hippocampus from animals exposed to chronic alcohol consumption, thiamine
deficiency or the combination of both.

Male Wistar rats (n=42) were randomly assigned to 4 experimental groups: control
(C) receiving tap water or tap water plus thiamine (0.2 g/L), chronic alcohol (CA)
forced ingestion for 36 weeks, TD diet and pyrithiamine for 12 days (TDD) and CA
combined with TDD. The relative gene expression of neurotrophic factors (Ptn, Mdk,
Piprz), proinflammatory molecules (Tlr4, Cel2 and Hmgbl), mitochondrial homeostatic
factors (Mfnl and Mfn2) and thiamine metabolism (7pkI) was analyzed in RNA isolated
from the hippocampus across all experimental groups. Differences in gene expression
were assessed using non-parametric tests (Kruskal-Wallis).

Piprz mRNA levels tended to be downregulated in the TDD group compared to
controls (p=0.06, non-significant) and levels were significantly decreased related to the
CA+TDD group (p<0.05). TDD group showed the lowest expression levels of Pin
across all experimental groups, and this decrease was statistically significant compared
to the control and CA groups (p<0.05).

Our findings indicate a differential gene expression profile of the PTN-MDK-PTPRZ
axis in the hippocampus of rats receiving a TD diet but not in the rest of the WE
models analyzed (CA and CA+TDD).

Keywords: Wernicke, Korsakoff, thiamine deficiency, pleiotrophin, Protein Tyrosine
Phosphatase Receptor Z, neuroinflammation, hippocampus
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Estudio de la ruta neurotroéfica Pleiotrofina/PTPRZ en el hipocampo
de ratas expuestas a consumo crénico de alcohol y/o deficiencia de tiamina

a tlamina es una vitamina esencial (B1) adquiri-

da a través de la dieta cuya forma activa, la tia-

mina pirofosfato, es un cofactor necesario para

enzimas cruciales implicadas en el metabolismo
energético (Jhala y Hazell, 2011; Zhao et al., 2014). La
deficiencia de tiamina (TD) se ha asociado con disfunciéon
mitocondrial, aumento del estrés oxidativo y nitrosativo
y activaciéon de procesos inflamatorios y de dafio celular
(Moya et al., 2021; Moya et al., 2022b). La desregulacién
de esos procesos debido a la TD se asocia con diferentes
trastornos neurolégicos (Abdou y Hazell, 2015; Cassiano et
al., 2022; Jhala y Hazell, 2011; Martin et al., 2003; Moya
et al., 2022a).

La encefalopatia de Wernicke (WE) es una afeccién neu-
rolégica aguda y grave causada por TD. La principal causa
de WE es el trastorno por consumo de alcohol (AUD), aun-
que la WE también se ha descrito en pacientes con afec-
ciones no relacionadas con el alcohol, como la enfermedad
inflamatoria intestinal, la anorexia nerviosa o en pacientes
tras cirugias bariatricas (Eva et al., 2023; Kohnke y Meek,
2021). El diagnéstico del trastorno se realiza con frecuencia
de forma post mortem mediante estudios de neuroimagen,
con estudios de autopsias que informan de una prevalencia
de WE entre el 0,4-2,8% y la mayoria de los casos asocia-
dos al abuso de alcohol (Abdou y Hazell, 2015; Li y Xing,
2025). Muy pocos casos (20%) parecen identificarse ante-
mortem, y esta tasa de diagnostico erréneo es alarmante-
mente alta en la WE no alcohdlica. El trastorno se diag-
nostica por una triada clasica de sintomas (encefalopatia,
oftalmoplejia y ataxia), pero los tres componentes se ob-
servan unicamente en un 16% de los pacientes, la mayoria
mostrando solo uno o dos componentes y algunos de ellos
mostrando una condicién infrecuente sin sintomas clasicos,
especialmente en las primeras etapas de la WE no alcohé-
lica (Li y Xing, 2025). Otros sintomas principales de la WE
incluyen alteraciones cognitivas (confusién, desinhibicién)
y motoras (nistagmo, pérdida de equilibrio, alteraciones de
la marcha, entre otras) (Kohnke y Meek, 2021; Oscar-Ber-
man y Maleki, 2019). Si no se trata, la WE puede progresar
a una afeccién neurolégica mas grave llamada sindrome de
Korsakoft (WKS), por lo que puede considerarse un conti-
nuo, denominado sindrome de Wernicke-Korsakoff (Ham-
moud y Jimenez-Shahed, 2019), que se caracteriza por
trastornos de la memoria (amnesia anterégrada y retr6-
grada) y sintomas psiquidtricos (confabulacion y psicosis)
(Arts et al., 2017; Kohnke y Meek, 2021; Oscar-Berman
y Maleki, 2019). Estudios de neuroimagen en pacientes
con WE y WKS identificaron dafio cerebral en diferentes
areas, siendo el talamo, los cuerpos mamilares, el hipocam-
po, los 16bulos frontales o el cerebelo algunas de las areas
mas afectadas (Jung et al., 2012). Actualmente, la WE pue-
de tratarse con suplementacion de tiamina para evitar la
progresion del trastorno, pero no existe evidencia de una

terapia farmacologica beneficiosa para tratar el dafio neu-
rologico en el WKS (Arts et al., 2017; Sahu et al., 2025).
La modulacién de la respuesta inmunitaria en el sis-
tema nervioso central (SNC), especialmente la respuesta
mmnata mediada por células gliales, ayuda a restaurar y
minimizar el dafio causado por agresiones patéogenas y
toxicas (Chew et al., 2006; Gomez-Nicola y Perry, 2015;
Jung et al., 2019; Kielian, 2016; Lehnardt, 2010). Sin em-
bargo, las respuestas neuroinflamatorias créonicas debido a
agresiones persistentes o desequilibrios en los mecanismos
homeostaticos contribuyen a una variedad de afecciones
neurolégicas (Gomez-Nicola y Perry, 2015; Jung et al.,
2019; Kielian, 2016). La neuroinflamacién sostenida es
también uno de los mecanismos patogénicos propuestos
en la WE (Abdou y Hazell, 2015; Cassiano et al., 2022;
Moya et al., 2022a; Moya et al., 2022b; Moya et al., 2021;
Toledo Nunes et al., 2019; Zahr et al., 2014). En este sen-
tido, se observo una regulacion al alza de las principa-
les citocinas proinflamatorias (como IL1{, IL6, TNFa o
MCPI) y un incremento de los marcadores de activacién
microglial en diferentes 4reas cerebrales (tdlamo, coliculo
inferior o hipocampo, entre otras) en modelos de WE (To-
ledo Nunes et al., 2019; Zahr et al., 2014). De manera in-
teresante, hallazgos previos mostraron una regulacion al
alza de la via de sefializacion TLR4/MyD88 en el mismo
modelo de WE utilizado en este estudio, especificamente
en la corteza frontal y el cerebelo (Moya et al., 2022a;
Moya et al., 2021). Pleiotrofina (PTN) y Midkina (MDK)
son factores neurotrdficos que actian como reguladores
de la neuroinflamacién en diversas afecciones neurologi-
cas (Cafieque-Rufo et al., 2025; del Campo et al., 2021;
Fernandez-Calle et al., 2018, 2020; Rodriguez-Zapata et
al., 2024; Vicente-Rodriguez et al., 2014; Vicente-Ro-
driguez et al., 2016). Mientras que la expresion de PTN
alcanza su pico en el nacimiento y se mantienen niveles
detectables en la edad adulta, la expresion de MDK se
produce principalmente durante el desarrollo embriona-
rio y puede inducirse en adultos por diferentes formas de
lesion tisular (Ross-Munro et al., 2020). PTN y MDK se
unen a diferentes receptores, aunque el receptor tirosina
fosfatasa tipo Z (PTPRZ, también conocido como RP-
TPR/C) parece ser el mas implicado en la regulacion de
la neuroinflamaciéon debido a su expresion principal en
el SNC (Gonzalez-Castillo et al., 2015; Herradon et al.,
2019; Ross-Munro et al., 2020). PN y MDK inhiben la
actividad tirosina fosfatasa intrinseca de PTPRZ aumen-
tando los niveles de fosforilacién de sus sustratos como
[-catenina, Fyn o ALK (Herradon et al., 2019; Maeda et
al., 1999). Se ha encontrado PTN y MDK regulados al
alza en diversas patologias con un contexto neuroinflama-
torio como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad
de Alzheimer, la lesién cerebral o tras la administraciéon
de drogas de abuso (anfetamina o cocaina) (Herradon et
al., 2019). En relaciéon con el consumo de alcohol (princi-
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pal factor de riesgo de WE y WKS),
PTN también se reguld al alza tras
una administraciéon aguda de etanol
en la corteza prefrontal del raton
(Vicente-Rodriguez et al., 2014) y
también se observé un incremento
de MDK en la corteza frontal de pa-
cientes con AUD (Flatscher-Bader y
Wilce, 2008).

Estudios recientes han revelado el
importante papel de la via PI'N-RP-

Figura 1

Disefio experimental y cronograma de los tratamientos

36 semanas
Control (C)
s - : - -
y #\8 B Control (agua y dieta estandar(n=8) o agua, dieta estandary
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Alcohol crénico (CA)
s
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De manera interesante, la pérdida de =
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8 10 I Alcohol crénico (ingesta forzada de etanol al 20%)
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TDD + piritiamina

Nota. Un total de 42 ratas macho Wistar fueron alimentadas con pienso estandar y agua del grifo ad

libitum durante 12 dfas antes de la experimentaciéon. Después de eso, los animales fueron asignados

previno completamente la pérdida
de neurogénesis hipocampal causa-
da por la exposicion aguda al etanol
durante la adolescencia (Galan-Lla-
rio et al., 2023a). Ademas, estudios
previos han revelado evidencia de
diferencias especificas por sexo en los efectos del alcohol
intermitente crénico sobre las respuestas gliales y la neu-
rogénesis hipocampal (Galan-Llario et al., 2023b). Aparte
de la neuroinflamacién inducida por alcohol, otros estudios
sugieren que los niveles endoégenos de PTN desempefian
un papel importante en la regulacion de la respuesta sisté-
mica aguda al lipopolisacarido (LPS) y los cambios micro-
gliales hipocampales en ratones adultos jévenes, asi como
en la regulacion de los efectos a largo plazo del LPS sobre
la respuesta astrocitaria y la neurogénesis en el hipocam-
po (Rodriguez-Zapata et al., 2024). Sin embargo, el papel
modulador de PTN-RPTPZ en los procesos hipocampales
tras el consumo croénico de alcohol y/o la deficiencia de
tlamina atin no se ha estudiado.

Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo explorar
la firma de expresiéon génica del eje PIN-MDK-PTPRZ
y otros genes candidatos relacionados con la neuroinfla-
macion, la disfuncién mitocondrial y el metabolismo de la
tiamina en el hipocampo en tres modelos in vivo diferentes
que potencialmente pueden inducir WE mediante consu-
mo crénico de alcohol (CA), dieta con déficit de tiamina y
antagonismo de la tiamina (TDD) o la combinacién de CA
y TDD (CA+TDD).

Material y métodos

Animales
Ratas macho Wistar (Envigo©, Barcelona, Espafia) con
un peso de 100-125 g a la llegada fueron alimentadas con

aleatoriamente a cada grupo experimental: control [agua del grifo y pienso estandar] (C, n=14#), alcohol
crénico [20% p/v durante 36 semanas] (CA, n=9), deficiencia de tiamina [dieta deficiente en tiamina y

una administracién diaria de piritiamina (0,25 mg/kg; i.p.) durante los Ultimos 12 dias] (TDD, n=9) y CA
combinado con TDD (CA+TDD, n=10). #Seis animales control recibieron tiamina oral (0,2 g/L) en el agua.
Grupos experimentales tomados de (Moya, Lépez-Valencia, et al., 2022). La imagen de la rata se obtuvo de
BioArt Collection NIAID Visual & Medical Arts. 26/06/2025. Black Rat-Grey (BIOART-000054) NIAID BIOART
Source: https://bioart.niaid.nih.gov/bioart/54 y su color fue modificado.

comida estandar y agua del grifo disponibles ad libitum du-
rante 12 dias antes de la experimentacién. Después de eso
(alrededor del PD 40), los animales (n = 42) fueron asigna-
dos aleatoriamente a cada grupo experimental. Una des-
cripciéon detallada del alojamiento de los animales puede
encontrarse en una publicacién previa (Moya et al., 2021).

Todos los procedimientos siguieron las directrices ARRI-
VAL y se adhirieron a las directrices del Comité de Bien-
estar Animal de la Universidad Complutense de Madrid
(referencia: PROEX 312-19) en cumplimiento del Real
Decreto espafiol 53/2013 y siguiendo la Directiva Europea
2010/63/EU sobre la proteccion de los animales utilizados
para investigaciéon y otros fines cientificos.

Grupos experimentales

El disefio experimental se muestra en la Figura 1. En este
estudio se emplearon 4 grupos experimentales: alcohol
crénico (CA), dieta con déficit de tiamina + piritiamina
(TDD), CA combinado con TDD (CA+TDD) y grupo
control (C). Una descripciéon detallada de los grupos ex-
perimentales puede encontrarse en una publicacion previa
(Moya et al., 2022b).

El grupo CA fue expuesto a consumo forzado de una so-
lucion de etanol (acceso limitado a una unica botella) basa-
do en el protocolo descrito previamente (Fernandez et al.,
2016). La solucién de etanol se prepard a partir de etanol
96° (Iberalcohol S.L., Madrid, Espana) en agua del grifo.
El alcohol se introdujo gradualmente; comenzando al 6%
durante 5 dias, seguido de otros 5 dias al 9%, 5 dias al 12%,
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2 dias al 16% y finalmente alcanzando el 20%, que se man-
tuvo durante las 36 semanas de duracion del experimento.
Las ratas CA (n = 9) recibieron comida estandar ad lbitum
durante todo el experimento.

En el grupo TDD (n = 9), los animales fueron alimen-
tados con comida estandar y tuvieron acceso a una unica
botella con agua del grifo. En los tltimos 12 dias del experi-
mento, el pienso fue sustituido por una dieta con déficit de
tlamina (nivel residual de tiamina <0,5 ppm; Teklad Cus-
tom Diet, Envigo, Madison, WI, USA), asi como una ad-
ministracion diaria de piritiamina hidrobromuro (inhibidor
de la ttamina pirofosfocinasa) (Sigma Aldrich, Madrid, Es-
pana; 0,25 mg/kg; i.p.), tal como se describié previamente
(Moya et al., 2021).

En el grupo CA+TDD, los animales recibieron el mismo
tratamiento de alcohol que el grupo CA y en los Gltimos 12
dias del experimento la comida estandar fue sustituida por
la dieta con déficit de tiamina mas una inyecciéon diaria
de piritiamina hidrobromuro, tal como se describi6 para el
grupo TDD (n = 10).

El grupo C tuvo acceso a una unica botella con agua
del grifo y comida estandar ad libitum durante toda la
duracién del estudio (n = 8). Un grupo control adicional
(n = 6) suplementado con 0,2 g/L de tiamina en el agua
durante todo el experimento (Moya et al., 2022b) se unié
a este grupo dado que no se encontraron cambios signi-
ficativos en ninguno de los parametros analizados (grupo
C,n=14).

Durante los ultimos 12 dias del protocolo, los grupos C'y
CA recibieron inyecciones diarias equivalentes de solucion
salina (1.p.) para reproducir las mismas condiciones de es-
trés en todos los animales.

Recogida de muestras de tejido

En el dia 12 del protocolo TDD, al menos 1 h después de la
administracion del tratamiento, los animales fueron deca-
pitados tras la inyeccién letal de pentobarbital sédico (320
mg/kg, 1.p., Dolethal®, Vétoquinol, Espafia). Los cerebros
fueron inmediatamente aislados del craneo, descartan-
do las meninges y los vasos sanguineos. Las muestras de
corteza frontal y cerebelo han sido utilizadas y publicadas
en (Moya et al., 2022b). También se extrajeron los hipo-
campos y se congelaron a —80 °C hasta su analisis en este
estudio.

Analisis de expresion génica
El ARN total del hipocampo (hemisferio izquierdo) se aislo
usando el Total RNA Isolation Kit (Nzytech, Lisboa, Por-
tugal) siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego,
1,5 pg de ARN fueron retrotranscritos a ADNc de cadena
sencilla (First-strand cDINA Synthesis Kit, Nzytech, Lisboa,
Portugal).

La PCR cuantitativa en tiempo real se realizé por dupli-
cado para la cuantificacién relativa de Piprz, Pin, Mdk, Tir4,

Cel2, Hmgb1, Mfnl, Mfn2y TpkI utilizando el kit SsoAdvan-
ced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) en un CFX Opus Real-Time System (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). La expresion relativa de cada gen se
calcul6 usando RplI3 y i2m como genes de referencia, se-
gun el método de Livak (Livak y Schmittgen, 2001). Las se-
cuencias de los cebadores y las condiciones experimentales
se resumen en la Tabla Suplementaria 1.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el softwa-
re IBM-SPSS v28 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA) y los
datos se representaron utilizando GraphPad Prism version
8 (San Diego, CA, United States). Los datos se presentan
como media *+ error estindar de la media (SEM). Tras
evaluar la no normalidad de la distribucién de los datos
(test de Kolmogorov-Smirnov), las diferencias en la expre-
sion génica entre los grupos experimentales se analizaron
utilizando pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis) y se
aplicaron comparaciones post-hoc usando la correccién de
Bonferroni. Se consideré estadisticamente significativo un
valor de p menor de 0,05.

Resultados
Via PTN-MDK-PTPRZ

En primer lugar, se analizd la expresiéon génica relativa
de Piprz v de sus ligandos Pin y Mdk en todos los grupos
experimentales (C; CA; TDD; CA+TDD) (Figura 2A-C).
Mientras que los niveles de expresion de Plprz en el grupo
expuesto a alcohol crénico con o sin dieta con déficit de
tiamina (CA y CA+TDD) fueron similares al grupo con-
trol, su expresién génica tendié a disminuir en el grupo
TDD en comparacién con los controles (p = 0,06, no signi-
ficativo) y disminuy¢ significativamente en el grupo TDD
en comparacion con el grupo CA+TDD (Figura 2A, p <
0,05). Ademas, el grupo TDD mostr6 los niveles mas bajos
de expresion de Pin entre todos los grupos experimenta-
les, y esta disminucion fue estadisticamente significativa en
comparacién con los grupos control y CA (Figura 2B, p <
0,05). La expresion génica de Pin también fue menor en el
grupo que recibi6 CA y TDD (CA+TDD) en compara-
ci6n con los grupos control y CA, aunque estas diferencias
no alcanzaron significaciéon estadistica tras la correccién
de Bonferroni. En contraste, no se observaron diferencias
significativas en la expresion de Mdk entre los grupos ana-
lizados (Figura 2C).

Moléculas neuroinflamatorias

También se evaluaron los niveles de expresion de otros ge-
nes asociados con inflamacion crénica (T4, Cel2 y Hmgbl)
en los tejidos de hipocampo de los diferentes grupos expe-
rimentales (Figura 3). La expresion génica de 7{r4 fue simi-
lar en todos los grupos experimentales (Figura 3A). La ex-
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presion de Cel2 parece ser ligeramente mayor en aquellos
grupos experimentales que recibieron TDD (CA+TDD y
TDD) en comparacién con los grupos C y CA, a pesar de
ser una tendencia no significativa (Figura 3B). En relacion

Figura 2

Expresion génica relativa de Ptprz y de sus ligandos
Ptn y Mdk en todos los grupos experimentales
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Nota. El grafico representa los datos (media + E.E.M.) de la cuantificacién re-
lativa de los niveles de ARNm de Ptprz (A), Ptn (B) y Mdk (C) en el hipocampo
de ratas macho Wistar.

Control (C, n=14), alcohol crénico (CA, n=9), dieta deficiente en tiaminay
piritiamina durante 12 dias (TDD, n=9) y CA combinado con TDD (CA+TDD,
n=10). "p < 0,05 para diferencias significativas entre Cvs. TDD y ""p < 0,01
para diferencias significativas entre CA vs. TDD. No se observaron diferencias
significativas en la expresion de Mdk entre los grupos analizados. La signifi-
cacion estadistica se evalué mediante pruebas no paramétricas (Kruskal-Wa-
llis) y comparaciones post-hoc (correccién de Bonferroni).

con Hmgbl, su expresion génica relativa fue practicamente
estable en todos los grupos experimentales, independiente-
mente del tratamiento recibido (Figura 3C).

Figura 3

Expresion relativa de genes proinflamatorios en los modelos in
vivo de WE analizados
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Nota. El grafico representa los datos (media + E.E.M.) de la cuantificacién
relativa de los niveles de ARNm de TIr4 (A), Ccl2 (B)y Hmgb1 (C) en el hipo-
campo.

Control (C, n=14), alcohol crénico (CA, n=9), dieta deficiente en tiaminay
piritiamina durante 12 dias (TDD, n=9) y CA combinado con TDD (CA+TDD,
n=10). La significacion estadistica se evalué mediante pruebas no paramétri-
cas (Kruskal-Wallis) y comparaciones post-hoc (correccién de Bonferroni). No
se observaron diferencias significativas en la expresion de Tir4, Ccl2 y Hmgb1
entre los grupos analizados.
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Figura 4

Niveles de expresion de genes relacionados con la homeostasis mitocondrial y el metabolismo de la tiamina
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Nota. El grafico representa los datos (media + E.E.M.) de la cuantificacién relativa de Mfn1 (A), Mfn2 (B) y Tpk1 (C).

Control (C, n=14), alcohol crénico (CA, n=9), dieta deficiente en tiamina y piritiamina durante 12 dfas (TDD, n=9) y CA combinado con TDD (CA+TDD, n=10). La
significacion estadistica se evalué mediante pruebas no parameétricas (Kruskal-Wallis) y comparaciones post-hoc (correcciéon de Bonferroni). No se observaron
diferencias significativas en la expresion de Mfn1, Mfn2 y Tpk1 entre los grupos analizados.

Homeostasis mitocondrial y metabolismo

de la tiamina

Ademads, se analizaron los niveles de expresion génica de
Ml y Mfn2, proteinas cruciales implicadas en la salud y
homeostasis mitocondrial (Figura 4). De manera intere-
sante, la expresion de Mfnl tendié a disminuir en el grupo
TDD (efecto no significativo), mientras que su expresion
en el resto de los grupos experimentales fue similar (Figura
4A). Del mismo modo, los niveles mas bajos de expresién
de Mfn2 se encontraron en el grupo TDD (efecto no signifi-
cativo), siendo su expresion similar en el resto de los grupos
experimentales (Figura 4B).

Finalmente, se midieron los niveles de expresiéon génica
de Tpkl, que codifica la enzima implicada en la conversion
de la tiamina a su forma activa (Figura 4C). Sus niveles
de expresion no difirieron entre los grupos experimentales,
aunque los niveles mas bajos de Tpk! (no significativos) se
encontraron en el grupo TDD (Figura 4C).

Discusion
La WE es una afecciéon neuroloégica mayor causada por
TD, siendo el AUD el principal factor de riesgo (Eva et al.,
2023; Oscar-Berman y Maleki, 2019). Ademas, el WKS
puede desarrollarse con frecuencia en aquellos pacientes
con WE que no reciben terapia sustitutiva con tiamina. Sus
efectos graves, incluida la amnesia y los trastornos psiquia-
tricos, impactan de manera significativa en la calidad de
vida de estos pacientes (Kohnke y Meek, 2021; Oscar-Ber-
man y Maleki, 2019). En este estudio, se analizé la firma
de expresion génica de un conjunto de genes candidatos
implicados en la neuroinflamacién, la disfuncién mitocon-
drial y el metabolismo de la tiamina en tres modelos ani-
males que potencialmente inducen WE (CA, CA+TDD

y TDD) para caracterizar la contribucién del alcohol y la
deficiencia nutricional de tiamina a esta afeccion, especifi-
camente en el hipocampo. Nuestros hallazgos indican una
expresion génica diferencial del eje PITN-MDK-PTPRZ
en el grupo que recibi6 la dieta con déficit de tiamina sin
contribucién significativa de los grupos con alcohol (CA y
CA+TDD).

PTPRZ es el receptor principal de PTN y MDK en el
SNC, donde se encuentra ampliamente expresado. PTN y
MDK son dos factores neurotréficos implicados en la regu-
laciéon de los mecanismos neuroinflamatorios subyacentes
a distintas afecciones neurolégicas (Herradon et al., 2019).
Piprz se encontré regulado a la baja en el hipocampo del
grupo TDD; sin embargo, esta disminucién no se observo
en los grupos experimentales expuestos a alcohol crénico
(36 semanas) sin o con dieta con déficit de tiamina (CA
y CA+TDD, respectivamente). En este sentido, resultados
previos de nuestro grupo mostraron ausencia de cambios
en la expresion de Piprz en la CPTF del ratén tras una ex-
posicion aguda a etanol (Rodriguez-Zapata et al., 2023).
Por lo tanto, nuestros datos sugieren que la regulacién a
la baja de Plprz podria ser especifica de la dieta con déficit
de tiamina y no verse afectada por la exposiciéon cronica al
alcohol, como se observa en los grupos CA y CA+TDD.
No obstante, se necesitan mas estudios para confirmar que
la expresion de Piprz no se modifica por el consumo crénico
de alcohol. De manera interesante, los ratones knockout
para Plprz muestran alteraciones en el comportamiento so-
cial y agresividad sugestivas de algunos sintomas positivos
de la esquizofrenia (también presentes en pacientes con
WKS), asi como niveles elevados de dopamina en la CPE
amigdala e hipocampo (Cressant et al., 2017).

De forma llamativa, la dieta con déficit de tiamina in-
dujo una disminucién significativa en la expresion de P,
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mientras que no se observaron diferencias significativas en
Mdk entre los grupos analizados. Esto es interesante porque
PTN y MDK son los tnicos miembros de esta familia de ci-
toquinas, y se solapan ampliamente en estructura y funcién
(Herradon et al., 2005; Herradén y Pérez-Garcia, 2014).
Sin embargo, los datos presentados aqui sugieren un papel
mas prominente de PTN en situaciones de deficiencia de
tiamina. Ademas, PTIN y MDK se han encontrado regula-
dos al alza en diversas patologias con un componente neu-
roinflamatorio (Herradon et al., 2019). En relacién con el
consumo de alcohol, la expresion de Pin se regulé al alza en
la CPF del raton tras una administraciéon aguda de etanol
(Vicente-Rodriguez et al., 2014); sin embargo, tras un mo-
delo de acceso intermitente al etanol durante 4 semanas en
la adolescencia, no observamos cambios significativos en la
expresion de Pin en el hipocampo del ratén (Galan-Llario
et al., 2024). Ademas, PTN parece desempefar un papel
protector frente a la pérdida neuronal dopaminérgica en
diferentes contextos patologicos (Gombash et al.,, 2012;
Gramage et al., 2010). En respuesta a una agresién toxica,
como administraciones de anfetamina, los ratones knoc-
kout para Pin mostraron una intensificaciéon de la neuro-
toxicidad dopaminérgica en la via nigroestriatal (Gramage
et al., 2010), mientras que la sobreexpresiéon de Pin mostrd
efectos neurotréficos protectores en modelos de roedores
de la enfermedad de Parkinson (Gombash et al., 2012). To-
mando conjuntamente la regulaciéon a la baja de Pin'y Piprz
en ratas con dieta con déficit de tiamina, resulta tentador
hipotetizar que los déficits en esta via neurotréfica podrian
estar implicados en la gravedad del dafio cerebral causado
por la dieta con déficit de tiamina.

La neuroinflamacién es uno de los principales meca-
nismos patogénicos subyacentes al dafio cerebral en WE
(Cassiano et al., 2022; Eva et al., 2023; Toledo Nunes et
al., 2019; Zahr et al., 2014; Zhao et al., 2014). Por lo tan-
to, se evalu6 el patron de expresion génica de Tir4, Cel2'y
Hmgb1 en los modelos animales de consumo de CA 'y TD
analizados en este estudio. Diferentes estudios avalan el
papel de la respuesta inmunitaria TLR4 en la neuroinfla-
macién observada en WE, particularmente en las areas
corticales y cerebelosas (Moya et al., 2022a; Moya et al.,
2021). Por ejemplo, tanto los niveles proteicos de TLR4
como de HMGBI se encontraron regulados al alza en la
CPF tras 12 dias de TDD, mientras que las alteraciones
de esta via en el cerebelo fueron mas evidentes tras 16
dias de TDD (Moya et al., 2021). En el presente estudio,
no encontramos alteraciones significativas en la expresion
de estas moléculas proinflamatorias en el hipocampo tras
12 dias de TDD, lo que sugiere que el pico de neuroinfla-
macién en esta estructura podria estar ocurriendo en un
momento diferente, de acuerdo con las distintas vulnera-
bilidades regionales del cerebro a la deficiencia de tiami-
na a lo largo del tiempo (Moya et al., 2021). No obstante,
el andlisis transcriptomico de un modelo ex vivo de TD

(cultivo organotipico de rodaja hipocampal) no mostrd
alteraciones en T4, Ccl2 o Hmgb1 entre 90 genes diferen-
cialmente expresados, incluyendo las vias de sefalizacién
TNF y FoxO (Cassiano et al., 2022), en concordancia con
los datos del presente estudio.

Ademas, se determiné la expresion génica de Mfnl y
Mfn2. La regulaciéon de la dindmica mitocondrial es crucial
para la homeostasis del calcio y la energia en las neuro-
nas (McCoy y Cookson, 2012; van Horssen et al., 2019),
siendo MFN1 y MFN2 esenciales para la fusion mitocon-
drial (van Horssen et al., 2019; Wai y Langer, 2016). Tanto
Mfnl como Mfn2 tendieron a disminuir en el grupo TDD
(no significativo), mientras que su expresion en el resto de
los grupos experimentales fue muy similar al grupo con-
trol. Curiosamente, se ha encontrado que los niveles de
Mfn2 disminuyen en el hipocampo de ratones sometidos al
procedimiento de drinking in the dark (Mira et al., 2020).
Ademas, los ratones knockout inducibles para Mfn2 mos-
traron neurodegeneracion mediada por estrés oxidativo
y neuroinflamacién en hipocampo y corteza (Han et al.,
2020). Por tanto, se necesitan mas estudios para confirmar
una posible disminuciéon en la expresion de M2 en TD y
su posible valor como marcador temprano de disfuncién
mitocondrial.

Finalmente, analizamos 7pkl, una proteina crucial en el
metabolismo de la tiamina que codifica la enzima implica-
da en la conversién de la tiamina a su forma activa (Jhala
y Hazell, 2011; Zhao et al., 2014). Los bajos niveles de ex-
presion de 7pkl en el cerebro, en comparacién con otros
tejidos, parecen contribuir a la vulnerabilidad cerebral a la
deficiencia de tiamina (Xia et al., 2024). En este sentido,
no encontramos diferencias en los niveles de expresion de
Tpk1, lo que sugiere que el metabolismo de la tiamina en el
hipocampo puede no ser crucial en estos modelos de WE.

Tomando todos los resultados en conjunto, este estudio
muestra un papel prominente del modelo TDD frente al
modelo de consumo croénico de alcohol, ya que cualquier
alteracion encontrada en este estudio estuvo presente en el
grupo TDD. De manera similar, otros autores observaron
un papel fundamental de la TD en la expresién de marca-
dores neuroinflamatorios en comparacién con modelos de
alcohol croénico, donde los marcadores inflamatorios mos-
traron solo modificaciones menores (Toledo Nunes et al.,
2019). De forma similar, en cuanto a parametros de dafio
y correlatos conductuales como la desinhibicién, observa-
mos previamente que los cambios en el grupo CA+TDD
dependian en gran medida del TDD (Moya et al., 2022b),
confirmando el mayor potencial de dafio de este modelo.

En cuanto a los correlatos conductuales, los animales
del grupo TDD no mostraron una afectacion significativa
de la memoria, aunque pudo observarse una tendencia en
el test de reconocimiento de objetos novedosos (NOR), ya
que algunos animales TDD mostraron mayores latencias
para explorar el objeto novedoso y una ligera disminucion
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en el indice de discriminacién (Moya et al., 2022b). En el
presente estudio, también examinamos la posible correla-
ci6én entre dos parametros del test NOR (latencia al objeto
novedoso e indice de discriminacién). Nuestro analisis no
encontré una asociacion significativa entre los niveles de
expresion de Pin 'y Piprz y estos resultados del test NOR
(datos no mostrados). Por tanto, las disminuciones signifi-
cativas en la expresion de Pin y Piprz observadas en el hipo-
campo del grupo TDD podrian estar relacionadas con un
paso inicial del dafio hipocampal, en el cual las funciones
de memoria y motoras no estan significativamente com-
prometidas.

Somos conscientes de algunas limitaciones del estudio,
como la inclusion de un grupo control combinado (con y
sin suplementacién de tiamina) y los cambios modestos ob-
servados en la expresion de ciertos genes candidatos (Pin
y Piprz) en el grupo TDD. Ademas, en los animales del
presente estudio observamos una tendencia hacia la dis-
minucién de los niveles plasmaticos de tiamina en todos
los animales CA (Moya et al., 2022b) aunque no se analiz6
la forma activa (TDP). En este sentido, otros autores han
informado disminuciones significativas en los niveles de di-
fosfato de tiamina (TDP), la forma activa de la tiamina, en
globulos rojos de animales sometidos a protocolos simila-
res de CA y TDD, como medida objetiva de deficiencia
de tiamina (Toledo Nunes et al., 2019). Finalmente, solo
incluimos machos en este estudio, lo cual es una limitaciéon
importante. Hasta donde sabemos, las hembras no se han
estudiado con estos protocolos animales. Considerando la
brecha actual en investigaciéon biomédica respecto a los
efectos en hembras y dado el creciente cuerpo de cono-
cimiento sobre las diferencias sexuales en el impacto bio-
légico del CA en pardmetros cerebrales, incluida la neu-
roinflamacién, es urgente completar estas investigaciones
utilizando hembras para analisis comparativos. A pesar de
estas limitaciones, estos hallazgos preliminares sobre el eje
PTN/PTPRZ podrian proporcionar datos novedosos so-
bre los pasos iniciales del dafo cerebral causado por una
dieta con déficit de tiamina.

Los datos sugieren que un déficit general de la via neuro-
troéfica PTIN/PTPRZ, junto con posibles alteraciones en la
dinamica mitocondrial, podrian ser eventos que preceden
la sintomatologia grave de una etapa avanzada en WE. Se
necesitan mas experimentos para confirmar esta hipétesis,
lo que podria conducir al desarrollo de nuevas terapias
para prevenir afectaciones necurolégicas y la progresion
de la enfermedad. En este sentido, se ha desarrollado re-
cientemente una pequeia molécula permeable a la BHE,
llamada MY'10, que imita muchas de las acciones de PTN
en el SNC, como la reduccién del consumo de alcohol en
diferentes modelos de roedores (Calleja-Conde et al., 2020;
Fernandez-Calle et al., 2018; Galan-Llario, Rodriguez-Za-
pata, Fontan-Baselga, et al., 2023).

Conclusion

Nuestros hallazgos indican un perfil diferencial de expre-
si6n génica del eje PIN-MDK-PTPRZ en el hipocampo
de ratas que recibieron una dieta con déficit de tiamina y
piritiamina durante 12 dias, pero no en el resto de los mo-
delos de WE analizados (CA y CA+TDD). Los datos su-
gieren que los déficits de la via neurotréfica PITN/PTPRZ
pueden preceder a las etapas mas graves y avanzadas de la
WE. Estudios adicionales que diluciden los roles de PTN y
su receptor en WE podrian abrir nuevas vias terapéuticas
para prevenir el desarrollo y progresiéon del WKS.
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Estudio de la ruta neurotroéfica Pleiotrofina/PTPRZ en el hipocampo
de ratas expuestas a consumo crénico de alcohol y/o deficiencia de tiamina

Informacién suplementaria

Tabla suplementaria 1

Lista de cebadores utilizados para el andlisis de expresién génica mediante PCR
cuantitativa en tiempo real

Gen Cebador directo/inverso T,(°C)

Ptn 5-TTGGGGAGAATGTGACCTCAATAC-3' 60
5-TCTCCTGTTTCTTGCCTTCCTTT-3'

Ptorz 5'-ACCACCAACACCCATCTTTCC-3 60
P 5-CAGCTCTGCACTTCCTGGTAAA-3'

Mdk 5'-CCCGTGAGCGAGATGCAG-3' 60
5-CAGGTCCACTCCGAACACTC-3'

Hmeb1 5'-TACAGAGCGGAGAGAGTGAGG-3' 60
& 5-GACATTTTGCCTCTCGGCTT-3'

Mfn1 5'-CTGGGACGGAATGAGTGACC-3' 60
5'-CATGTGAGGGGCCCAATCTT-3'

Mfn2 5-AGAGGCGATTTGAGGAGTGC-3' 60
5'-CGCTCTTCCCGCATTTCAAG-3'

_— 5.CCCGCTATGGAGCATGTCTT-3' -
p 5 GCTTTTCTCCAAAGATGCCGA-3'

ca? 5-AGATCTGTGCTGACCCCAAT-3' 60
5'-GGTGCTGAAGTCCTTAGGGT-3'

Tira 5'-GATCTGAGCTTCAACCCCCTG-3' 60
5'-GTACCAAGGTTGAGAGCTGGT-3'

Rol13 5'-GAGGCGAAACAAATCCACGG-3 60
P 5-GTTAGCTGCGTGGCCAATTT-3'

B2m 5'-GAGCCCAAAACCGTCACCT-3' 60
5'-GAAGATGGTGTGCTCATTGC-3'

Nota. Ptn, Pleitrofina; Ptprz, Receptor de proteina tirosina fosfatasa tipo Z1; Mdk, Midquina; Hmgb1,
Caja de alta movilidad grupo 1; Mfn1, Mitofusina 1; Mfn2, Mitofusina 2; Tpk1, Tiamina pirofosfocinasa
1; Ccl2, Ligando de quimiocina con motivo C-C 2; TIr4, Receptor tipo Toll 4; Rpl13, Proteina ribosomal
L13;y B2m, Beta-2 microglobulina. Ta, temperatura de alineamiento.

Los cebadores fueron disefiados utilizando la herramienta en linea Primer-BLAST, NIH (https://www.
ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast).
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Resumen

La pérdida del control de la ingesta alimentaria es un factor crucial en el
desarrollo de la obesidad. Una alteracién cognitiva importante asociada con
la pérdida del control de la ingesta alimentaria y la obesidad es el deterioro
de la flexibilidad cognitiva y el control inhibitorio. Un nimero cada vez
mayor de estudios confirman que la microbiota intestinal contribuye
significativamente a la pérdida del control de la ingesta alimentaria, la
obesidad y la funcién cognitiva. En base a estos datos, hemos investigado
si la transferencia de microbiota intestinal de humanos con obesidad/
normopeso y flexibilidad cognitiva deteriorada/no deteriorada podria
afectar sustancialmente esta respuesta conductual en ratones expuestos
a una dieta obesogénica frente a una dieta estandar. Los ratones fueron
tratados previamente con un coéctel de antibibticos y luego recibicron
un trasplante de microbiota intestinal de humanos. Posteriormente, se
realizaron diferentes test de comportamiento para evaluar la flexibilidad
cognitiva como una medida del control inhibitorio. El tratamiento con
antibiéticos deteriord significativamente la memoria a corto plazo en
ratones, como se ha informado previamente. Es importante destacar que
los ratones que recibieron microbiota de sujetos con alta y baja flexibilidad
cognitiva modificaron su rendimiento de memoria a corto y largo plazo en
funcién de la exposicién a la dieta. En resumen, este estudio muestra que la
microbiota intestinal es un factor que contribuye de manera importante a la
flexibilidad cognitiva, lo que puede abrir nuevas estrategias terapéuticas para
combatir la pérdida de control de la ingesta alimentaria y las comorbilidades
metabolicas asociadas.

Palabras clave: Adiccién a la comida, obesidad, microbiota intestinal,
deterioro cognitivo, trasplante de microbiota fecal
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Abstract

Loss of eating control is a crucial factor in developing obesity, which
has become a global health concern, causing important cardiovascular,
metabolic, emotional, and cognitive co-morbidities. A major cognitive
alteration associated with loss of eating control and obesity is the
impairment of cognitive flexibility and inhibitory control. An increasing
number of studies confirm that gut microbiota is a significant contributor
to loss of eating control, obesity, and cognitive function. Therefore, we have
investigated whether gut microbiota transfer from humans with impaired/
not impaired cognitive flexibility could substantially affect this behavioral
response in mice in the context of obesogenic versus standard diet. Mice were
pretreated with an antibiotic cocktail and later received a gut microbiota
transplant from human subjects. The transferred microbiota was maintained
in mice for seven weeks. Afterward, behavioral tests were performed to
evaluate different cognitive responses, locomotor activity, anxiety-like,
and depression-like behaviors. Antibiotic treatment significantly impaired
short-term memory in mice, as previously reported. Furthermore, mice that
received microbiota from high and low cognitive flexibility subjects modified
their short-term and long-term memory performance depending on the diet
exposure. Slight changes were observed in the locomotor activity, primarily
in the high-fat diet-fed antibiotic-treated mice, and no significant alterations
were observed in anxiety-like or depressive-like behaviors. In summary, this
study shows that gut microbiota is a major contributor to cognitive flexibility,
which may open novel therapeutic strategies for combating loss of eating
control and related metabolic co-morbidities.

Keywords: Loss of cating control, obesity, food addiction, gut microbiota,
cognitive flexibility, fecal microbiota transplant
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Pérdida del control de la ingesta alimentaria y flexibilidad cognitiva: Participacion de la microbiota intestinal

a pérdida de control de la ingesta es una alteracion
conductual estrechamente relacionada con el de-
sarrollo de sobrepeso y obesidad, trastornos meta-
bélicos que han alcanzado niveles epidémicos, con
mas de 890 millones de personas diagnosticadas con obesi-
dad (WHO. Obesity and Overweight, 2022). El sobrepeso
y la obesidad son problemas de salud graves asociados a un
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2
y alteraciones cognitivas (Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020a;
Kloock et al., 2023). Los tratamientos actuales relacionados
con la obesidad tienen una eficacia limitada, y entre el 35 y
el 50% de las personas con obesidad recaen durante el pri-
mer afo, principalmente debido a la pérdida de control de
la ingesta, que varios autores incluso han definido como un
comportamiento de adiccién a la comida con similitudes es-
trechas a las alteraciones conductuales que definen los tras-
tornos por uso de sustancias (Hussain y Bloom, 2013).

La adiccién a la comida es un trastorno alimentario
compulsivo que surge de un desequilibrio entre los sistemas
de control de la ingesta homeostatica y hedénica. Los indi-
viduos con adiccién a la comida muestran una falta de fle-
xibilidad cognitiva y de control inhibitorio, lo que conduce
a una elevada compulsividad, motivacién e impulsividad
hacia alimentos altamente palatables (Domingo-Rodriguez
etal., 2020). A pesar de no estar incluida en el Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, Sth edition (DSM-5), la
adiccién a la comida puede diagnosticarse mediante la ale
Food Addiction Scale-2 (YFAS-2). YFAS-2 es un cuestiona-
rio de 35 items basado en los criterios del DSM-5 para el
trastorno por consumo de sustancias (Penzenstadler et al.,
2019). De forma interesante, segiin YFAS-2, varios estudios
han demostrado que no todas las personas con obesidad
presentan adicciéon a la comida, dado que alrededor del 25-
37% de las personas con obesidad y el 60% de las personas
con obesidad mérbida son diagnosticadas con adiccién a la
comida (Gupta et al., 2020), lo que apunta a una etiologia
bastante similar entre estos trastornos alimentarios.

La dieta occidental es una dieta rica en carbohidratos refi-
nados y grasas saturadas, y constituye el principal factor que
conduce a la pérdida de control de la ingesta y la obesidad
(Lopez-Taboada et al., 2020). De hecho, la elevada palatabi-
lidad de los alimentos puede inducir cambios desadaptativos
en el cerebro, contribuyendo al desarrollo de estas alteraciones
conductuales y metabélicas (Moore et al., 2017). Ademas, la
flexibilidad cognitiva y el control inhibitorio desempenian un
papel fundamental en la regulacién de la ingesta alimentaria
y en la determinacién de las elecciones alimentarias. Varios
autores han demostrado que las personas con obesidad pre-
sentan alteraciones de la memoria (Cheke et al., 2016) y de-
terioro de la flexibilidad cognitiva (Bocarsly et al., 2015; Song
et al., 2022). Asimismo, el consumo de dietas ricas en grasas
tiene consecuencias negativas importantes sobre el rendimien-
to cognitivo (Underwood y Thompson, 2016) y la flexibilidad
cognitiva (Magnusson et al., 2015). Por otro lado, los recuer-

dos sobre experiencias alimentarias pasadas determinan
habitos futuros de alimentacion y elecciones alimentarias, y
guian la atencién hacia sefiales relacionadas con la comida,
moldeando asi nuestras respuestas cognitivas e inhibitorias
relacionadas con el control de la ingesta. Es evidente que los
deterioros en la flexibilidad cognitiva y el rendimiento cogniti-
vo pueden exacerbar la sobreingesta y contribuir al desarrollo
tanto de la obesidad como de la adiccion a la comida (Higgs,
2016). De hecho, dedicar tiempo a actividades secundarias se-
dentarias y que requieren atencién interrumpe la formacién
y la flexibilidad de la memoria, lo que resulta en un aumento
de la ingesta alimentaria (Higgs, 2015). Ademas, los pacientes
con deterioro de la memoria muestran hiperfagia debido a la
mcapacidad de recordar eventos alimentarios recientes (Higgs
et al., 2008). Asi, en el caso de la obesidad se forma un circulo
vicioso, donde la obesidad induce alteraciones cognitivas, que
a su vez exacerban atin mas la pérdida de control de la ingesta
y la sobreingesta.

Varios estudios han destacado la implicaciéon de la micro-
biota intestinal en diversas condiciones de salud, apuntando
a una nueva herramienta potencial para la prevencién y el
tratamiento de enfermedades. La microbiota intestinal par-
ticipa en la homeostasis intestinal manteniendo la integridad
del epitelio intestinal y participando en el metabolismo y la
inmunidad. Ademas de los efectos locales en el intestino, se
sabe que la microbiota desempefia un papel en los procesos
metabdlicos y afecta al funcionamiento cerebral a través del
eje intestino-cerebro (Hou et al., 2022; Megur et al., 2022).
Por el contrario, las alteraciones de la microbiota debidas al
consumo de una dieta occidental o al uso de antibi6ticos sue-
len conducir a disbiosis microbiana. La disbiosis intestinal se
asocia con un aumento de la permeabilidad intestinal y con
mnflamacién sistémica de bajo grado, lo que posteriormen-
te contribuye a un aumento de la permeabilidad de la ba-
rrera hematoencefélica y a una eventual neuroinflamacién
(Hrncir, 2022; Kearns, 2024). Esta neuroinflamacién puede
alterar atin mas la conducta alimentaria y deteriorar los pro-
cesos cognitivos, y se ha relacionado con diversos trastornos
psiquiatricos (Alboni et al., 2017; DiSabato et al., 2016).
Las personas con obesidad presentan disbiosis intestinal ca-
racterizada por una menor diversidad y abundancia en el
microbioma intestinal, con una disminucién significativa de
bacterias beneficiosas que puede estar relacionada con un
deterioro en el control de la ingesta, el rendimiento y la fle-
xibilidad cognitiva (Chen et al., 2021). Varios de estos estu-
dios previos han demostrado que las alteraciones cognitivas
observadas en personas con obesidad pueden transferirse a
ratones mediante el uso de trasplante de microbiota fecal
(FMT) (Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020a; Arnoriaga-Ro-
driguez et al., 2021), apoyando atn mas la relacién entre
microbiota intestinal y respuestas conductuales. De hecho, el
FMT de individuos con obesidad provoco una disminucién
de la memoria a corto plazo y de trabajo (Arnoriaga-Rodri-
guez et al., 2020a), y un deterioro de la flexibilidad cognitiva
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y del control inhibitorio en ratones (Arnoriaga-Rodriguez et
al., 2021), indicando que las modulaciones de la microbiota
pueden modificar potencialmente las funciones cognitivas.
El FMT también fue suficiente para transferir el fenotipo
depresivo de humanos obesos a ratones (Mayneris-Perxachs
et al., 2022a). De forma similar, un estudio reciente ha de-
mostrado que una composicién especifica de la microbiota
intestinal es necesaria para el desarrollo de la adiccién a la
comida. Asi, humanos y ratones con adiccién a la comida
mostraron una disminucién de Blautia sp., y el fenotipo adic-
tivo fue prevenido mediante la administracién oral de Blautia
wexlerae en ratones (Samulénaité et al., 2024). Basandonos en
estos hallazgos previos, hemos investigado ahora la implica-
ci6n de la microbiota intestinal en la flexibilidad cognitiva y
el control inhibitorio evaluando las consecuencias del FMT
de humanos con estos trastornos conductuales en ratones ex-
puestos a dieta obesogénica o estandar.

Método

Participantes humanos

Veinte donantes adultos humanos sanos, mujeres y hom-
bres, fueron seleccionados en funciéon de sus puntuaciones
de flexibilidad cognitiva, evaluadas mediante el Test Stroop
de Palabras y Colores (SCWT, por sus siglas en inglés), tal
como se describi6 anteriormente (Castells-Nobau et al.,
2024). Se investigo el indice de masa corporal IMC) y el
estatus socioeducativo entre los grupos. El SCWT se utiliza
para investigar el control inhibitorio y la flexibilidad cogni-
tiva en humanos. La flexibilidad cognitiva/control inhibi-
torio se evalud en tres pasos sucesivos. Durante la primera
parte, se presentan al paciente 100 tarjetas con palabras
impresas (nombres de colores) en tinta negra. Durante la
segunda parte, se muestran 100 tarjetas con palabras im-
presas en diferentes colores de tinta (verde, rojo, azul). Fi-
nalmente, durante la prueba, se le presentan al paciente
100 tarjetas con nombres de colores que estan impresos en
una tinta no coincidente. Cada parte dura 45 segundos,
tras lo cual se evalta al paciente. La flexibilidad cognitiva/
control inhibitorio se evalta utilizando la férmula: WC —
WC'(WC'=W x C/W + C). W (word/palabra) corres-
ponde a la primera parte del experimento, C (color) a la se-
gunda parte, y WC (word-color/palabra-color) a la prueba
final. Aquellos pacientes que obtuvieron una puntuacién
final inferior a cuatro fueron considerados con una flexibili-
dad cognitiva/control inhibitorio deteriorado. En contras-
te, aquellos que obtuvieron mas de seis fueron considerados
con un control inhibitorio/flexibilidad cognitiva 6ptimos.
Las heces de los donantes se prepararon para su adminis-
tracion oral a los ratones en condiciones estériles, con L-cis-
teina para reducir el oxigeno en el entorno y proteger a las
bacterias anaerobias, y un 10% de glicerol para proteger a
las bacterias de los dafios relacionados con la congelacién.
Las muestras se alicuotaron y se congelaron a -80 °C.

Animales y disefio experimental

Setenta y siete ratones macho C57BL/6J (4 semanas
de edad, 17-21 g de peso) fueron alojados individualmente
en condiciones de laboratorio controladas, con una tem-
peratura de 21 £ 1 °C y una humedad del 55% % 10%,
en un ciclo invertido (luces apagadas de 7:30 a.m. a 7:30
p-m.). Se utilizaron ratones convencionales, sin alteracio-
nes iniciales en la composicién de su microbiota intestinal.
La comida y el agua estuvieron disponibles ad libitum, y
se monitoriz6 el peso corporal de los animales, asi como
la ingesta de comida y agua durante el protocolo expe-
rimental. Todos los experimentos conductuales fueron
aprobados por el comité ético local (Comite Etic d’Expe-
rimentaci6 Animal — Parc de Recerca Biomedica de Bar-
celona) y se realizaron de acuerdo con la Directiva del
Consejo de las Comunidades Europeas (2010/63/EU).
La informacion relativa a la asignacién de grupos experi-
mentales y la linea temporal se representa en la Figura 1A
y la Figura 1B, respectivamente. Los ratones se dividieron
aleatoriamente en ocho grupos, cuatro de los cuales fueron
alimentados con una dieta estandar (w/10%) (~3.514 kcal/
kg) y los otros cuatro con una dicta alta en grasas (w/60%)
(~5.228 kcal/kg). Las dietas irradiadas y envasadas al va-
cio se compraron a Altromin (Alemania). Ambos grupos se
subdividieron en 1) control, 2) vehiculo, 3) FMT de indi-
viduos con bajas puntuaciones Stroop (FMT (L)), 4) FMT
de individuos con puntuaciones Stroop altas (FMT (H))
(Figura 1A). Cada ratén recibié microbiota de un donante
humano especifico, permitiendo una evaluacién individual
del efecto de la microbiota sobre la funcién cerebral, en el
contexto de dietas altas en grasa y estandar.

Todos los grupos, excepto ambos controles, recibieron
un coctel antibidtico (500 mg/L de ampicilina, 500 mg/L
de metronidazol, 500 mg/L de vancomicina, 250 mg/L
de imipenem, 1 g/L de neomicina) diariamente durante
dos semanas en el agua de bebida, como se describié pre-
viamente (Kelly et al., 2016). Setenta y dos horas mas tar-
de, los ratones fueron sometidos a gavado oral con suero
salino (Ix PBS + 1 g/L de L-cisteina + 10% de glicerol)
(grupo vehiculo) o con material fecal de los donantes (gru-
pos FMT) mediante gavado oral (200 mg/ml, 200 pL) du-
rante tres dias consecutivos, como se describié previamente
(Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020a), y posteriormente dos
veces por semana durante todo el protocolo experimental.
Tras siete semanas, los ratones fueron expuestos a una serie
de pruebas conductuales, incluyendo una prueba de recono-
cimiento de objeto nuevo (NORT 3h y NORT 24h, en los
dias 70-71 y 76-78, respectivamente), actividad locomotora
(dia 81), laberinto en Y (dia 85), prueba de campo abierto
(OFT, dia 88) y prueba de suspension por la cola (T'ST, dia
91). En el tltimo dia del estudio (dia 92), los ratones fueron
sacrificados, y se recolectaron varias areas cerebrales y plas-
ma sanguineo para analisis posteriores (Figura 1B).
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Figura 1

Protocolo experimental. A. Protocolo experimental y asignacién de grupos. B.Cronograma experimental (dias)

Protocolo
Flexibilidad Flexibilidad
cognitiva cognitiva
A opuma detenorada
Dieta estandar (con 10%) w w Dieta alta en grasas (con 60%)
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& ! K
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!
Test de objetos Test de objetos l OFT TST
3h 24h Laberinto
Actividad Test de campo®" ¥ Test de suspension
locomotora abierto por la cola

Nota. A. El material fecal de humanos con flexibilidad cognitiva deteriorada (puntuaciones bajas en Stroop; FMT (L)) u éptima (puntuaciones altas en Stroop;
FMT (H)) fue procesado para su administracién oral a los ratones. Todos los ratones, excepto el grupo control, recibieron tratamiento antibiético, seguido de

una administracién oral de vehiculo o trasplante de microbiota fecal (FMT) dos vec

es por semana durante todo el protocolo experimental. Los ratones fueron

alimentados con una dieta estandar o una dieta alta en grasa. Al finalizar el protocolo, se realizaron las pruebas conductuales: prueba de reconocimiento de

objeto nuevo (NORT) para memoria a corto y largo plazo, laberinto en'Y para mem

oria de trabajo, prueba de campo abierto (OFT) y laberinto en cruz elevado

(EPM) para conducta tipo ansiedad, y prueba de suspensién por la cola (TST) para conducta tipo depresién. Ademads, se evalué la actividad locomotora.
B. Los ratones recibieron tratamiento antibiético durante dos semanas; tras un periodo de 72 horas, se realizé la administracion oral de vehiculo o trasplan-
te de microbiota fecal durante tres dfas consecutivos y posteriormente dos veces por semana durante todo el protocolo experimental. Después de siete

semanas de estabilizacién, se realizaron las pruebas conductuales para evaluar la

memoria a corto plazo (dias 70-71) y la memoria a largo plazo (dias 76-78)

mediante la prueba de reconocimiento de objeto nuevo, la conducta tipo ansiedad mediante el laberinto en cruz elevado (dia 74) y la prueba de campo abierto
(dia 88), y la conducta tipo depresioén (dia 91) mediante la prueba de suspensién por la cola.

Cognicion

Reconocimiento de objeto nuevo

Se realizé una prueba de reconocimiento de objeto nuevo
(NORT) para evaluar la memoria a largo y a corto plazo,
tal como se describié previamente (Burokas et al., 2014). La
prucha se lleva a cabo en un laberinto en forma de V (30
cm de largo X 4,5 cm de ancho X 15 ecm de altura de cada
corredor), luminado con 2,5 lux en ambas esquinas. En el
primer dia, los ratones fueron habituados al laberinto du-
rante 9 minutos. Al dia siguiente, se introdujo a los ratones
en el laberinto con dos objetos idénticos en lados opuestos
y se les dejo explorar durante 9 minutos. Tras 3 horas o 24
horas, se realizé la prueba para evaluar la memoria a cor-
to o largo plazo, respectivamente. Durante la prueba, uno
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de los objetos familiares fue reemplazado por uno nuevo,
y se dejo a los ratones explorar ambas figuras durante 9
minutos; se midi6 el tiempo total explorando ambos obje-
tos. Se verificd que no existiera preferencia inicial por los
objetos utilizados. Se calculé un indice de discriminacién
(DI) como la diferencia entre el tiempo que el animal pas6
explorando el objeto nuevo (Tn) o el familiar (Tf1), dividido
por el tiempo total de exploracién de ambos objetos: (DI
= (I'n — Tf)/(Tn + TY)). Un indice de discriminacién mas
alto refleja una mayor retencién de memoria para el objeto
familiar. Los ratones que exploraron menos de 10 segun-
dos fueron excluidos del analisis. El analisis de los datos
conductuales se realiz6 manualmente usando crondémetros
calibrados.
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Laberinto Y

La prueba del laberinto en Y se basa en la curiosidad in-
nata de los roedores para explorar areas previamente no
visitadas. Esta prueba se realizd para evaluar la memoria
de trabajo, tal como se describié previamente (Vijaya et al.,
2024). El laberinto consiste en tres brazos idénticos que se
intersectan a 120° (forma de Y; 6,5 cm de ancho X 30 cm de
largo X 15 cm de altura), con una iluminacién de 10 lux en
todas las entradas. Las entradas en los brazos del laberinto
se contaron durante 10 minutos (se considera una entrada
valida cuando el animal introduce la cabeza y ambas patas
delanteras), y se calculd el porcentaje de alternancia espon-
tanea mediante las entradas secuenciales en los tres brazos
dividido por el nimero total de alternancias posibles. El
analisis de los datos conductuales se realizé6 manualmente.

Actividad locomotora

La actividad locomotora se evalué en cajas individuales
de actividad locomotora (10,8 cm de ancho X 20,3 cm de
largo X 18,6 cm de altura, Imetronic, Pessac, Francia). La
actividad total (nimero de interrupciones de haces) y el nu-
mero total de rearings fueron detectados durante 1 hora
mediante sensores infrarrojos.

Respuestas tipo-ansiosas

La prueba de campo abierto (OFT) se utiliz6 para evaluar
el comportamiento tipo ansiedad. Esta prueba se basa en
el conflicto entre el miedo innato y la evitacién de areas
abiertas y brillantes (que imitan una situacién de riesgo
de depredador) y el instinto de explorar entornos nuevos.
Los ratones fueron colocados en el centro de la caja (90 cm
X 70 c¢m, 500 lux), y sus movimientos fueron registrados
durante 5 minutos. La preferencia por permanecer en la
periferia de la caja indica un comportamiento de mayor
ansiedad. El andlisis de los datos conductuales se realizo
con el software de seguimiento de video Smart 3.0.

Respuestas tipo-depresivas

La prueba de suspensiéon por la cola (T'ST) evalta el com-
portamiento tipo depresivo. Durante la prueba, los ratones
fueron suspendidos por la cola con cinta adhesiva en una
posicion que les impedia escapar o sujetarse a superficies
cercanas durante 6 minutos. Se midi6 el tiempo de inmo-
vilidad (definido como el tiempo durante el cual el animal
cuelga pasivamente y sin movimiento), y cuanto mayor es
el tiempo de inmovilidad, mayor es el comportamiento tipo
depresivo. El analisis de los datos conductuales se realizo
manualmente mediante cronémetros calibrados.

Andlisis estadisticos

Todos los datos se expresan como media * error estan-
dar de la media (S.E.M.). Las figuras se prepararon usan-
do el software GraphPad Prism (GraphPad Software),
las ilustraciones se realizaron con Biorender, y el anali-

sis estadistico se llevé a cabo utilizando IBM SPSS 28.0.
La distribucién normal de los datos se evalué en todos los
conjuntos de datos utilizando la prueba de Shapiro-Wilk
para seleccionar los tests estadisticos apropiados. Se utiliza-
ron comparaciones ANOVA de dos vias o Kruskal-Wallis
cuando fue apropiado, seguidas de un analisis post hoc de
Fisher o de una prueba U de Mann-Whitney, respectiva-
mente, cuando fue necesario. El tamafio del efecto para
el ANOVA de dos vias se calculé como eta cuadrado (n?
usando SPSS, mientras que el tamafio del efecto para las
comparaciones de Kruskal-Wallis (%) se calcul6 manual-
mente. Valores superiores a 0,14 indican un efecto grande.
El tamano del efecto para la prueba U de Mann-Whitney
se calculé manualmente como la correlacién biserial de
rangos (1), siendo valores r superiores a 0,5 indicativos de
un efecto fuerte. En el andlisis post hoc de Fisher, el tama-
fio del efecto se evalu6 mediante el d de Cohen, calculado
manualmente, considerandose un efecto grande cuando los
valores d fueron superiores a 0,8.

Resultados

Se seleccionaron veinte donantes humanos sanos, hombres
y mujeres con una edad media de 48 £ 9. Todos los indi-
viduos eran obesos, con un IMC medio de 32,4 = 9,8, de
estatus socioeducativo similar, con una media de 13 *+ 4
afos de educacion. Las puntuaciones de Stroop, evaluadas
mediante el SCWT, fueron inferiores a 4 en los donantes
con flexibilidad cognitiva deteriorada y superiores a 6 en
los donantes con flexibilidad cognitiva 6ptima. No se ob-
servaron diferencias significativas entre la edad, el sexo, el
IMC y el estatus socioeducativo entre los grupos con dife-
rentes puntuaciones de flexibilidad cognitiva (Tabla 1).

En el estudio se utilizaron un total de 77 ratones machos
C57BL/6] de 4 semanas de edad. Los ratones se dividieron
en 8 grupos, con 9-10 ratones por grupo (Figura 1A). La
mitad de los ratones fueron alimentados con dieta estandar
y la otra mitad fueron expuestos a una dieta alta en grasas.
Todos los ratones, excepto el grupo control, recibieron un
coctel de antibidticos para la depleciéon de la microbiota
y se les administré por via oral un vehiculo, como control
adicional, o la microbiota intestinal de un donante huma-
no. Cada ratén recibié microbiota de un donante huma-
no especifico, lo que permiti6 la evaluacion individual del
efecto de la microbiota sobre la funcién cerebral.

El impacto de la microbiota intestinal en los
parametros metabdlicos

Evaluamos el peso corporal, la ingesta de comida, calorias y
agua en los ratones durante el protocolo experimental para
examinar el impacto de la dieta y de los cambios en la mi-
crobiota sobre estos parametros. Aunque la dieta no afectd
de forma principal al peso corporal de los ratones (Test de
Kruskal-Wallis H; H (7) = 37,481, n? = 0,442, p < 0,001;
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Tabla 1

La informacién sobre los donantes humanos

Caracteristicas General (N = 20)’ STROOP alto (N = 10)’ STROOP bajo (N = 10)" P valor?
Edad 48+ 9 47 +7 49+ 11 0,57
Sexo 0,63

1 (Categoria 1) 6 (30%) 4 (40%) 2 (20%)

2 (Categoria 2) 14 (70%) 6 (60%) 8 (80%)

IMC 324+98 325+10,8 323+94 0,97
Afios de educaciéon 13+4 13+4 13+3 0,81

" Media £ DT; n (%). 2 Andlisis de medias de una via; prueba exacta de Fisher.

Nota. La tabla muestra la edad, el sexo, el IMC y los afios de educacién en la poblacién total y entre los donantes con puntuaciones altas o bajas en la

prueba de Stroop.

post-hoc U = 585, n.s.; Figura 2A), las modulaciones de la
microbiota tuvieron un efecto significativo. En primer lugar,
los ratones alimentados con dieta estandar que recibieron
microbiota de donantes con flexibilidad cognitiva deteriora-
da mostraron una disminucion significativa del peso corpo-
ral (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 37,481, n* = 0,442, p
< 0,001; post-hoc U = 14, r = 0,58, p < 0,05; Figura 2A, iz-
quierda), en comparacién con el grupo control, sin cambios
significativos en otros grupos alimentados con dieta estandar.
Sin embargo, los ratones alimentados con dieta alta en gra-
sas que recibieron un coctel de antibidticos y administracion
oral de vehiculo presentaron una disminucién significativa
del peso corporal tanto en comparaciéon con el grupo con-
trol (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 37,481, n? = 0,442,
p < 0,001; post-hoc U =0, r = 0,84, p < 0,001; Figura 2A,
derecha) como con los grupos experimentales que recibieron
FMT de donantes con baja (Test de Kruskal-Wallis H; H (7)
=37,481,n%= 0,442, p < 0,001; post-hoc U = 11, r = 0,61,
p < 0,001; Figura 2A, derecha) o alta (Test de Kruskal-Wallis
H; H (7) = 37,481, n? = 0,442, p < 0,001; post-hoc U = 12,
r= 0,62, p <0,001; Figura 2A, derecha) flexibilidad cogniti-
va. Ademas, los grupos experimentales alimentados con die-
ta alta en grasas y que recibieron FMT también mostraron
una disminucién del peso corporal en comparaciéon con el
grupo control (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 37,481, n?
= 0,442, p <0,001; FMT (L) post-hoc U = 2,r = 0,81, p <
0,001; FMT (H) post-hoc U =0, r = 0,84, p < 0,001; Figura
2A, derecha).

A pesar de los cambios en el peso corporal, la ingesta
de comida no se vio afectada por la dieta ni por las modu-
laciones de la microbiota (Test de Kruskal-Wallis H; H (7)
= 13,230, n.s.; Figura 2B). Debido a un mayor contenido
caldrico de la dieta alta en grasas, los ratones consumie-
ron significativamente mas calorias en comparacién con el
grupo de dieta estandar (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) =
58,909, n? = 0,752, p < 0,001; post-hoc U = 13, r = 0,84,
p <0,001; Figura 2C, derecha). Ademas, se observaron va-
rios cambios entre los grupos con diferentes composiciones
de microbiota. En primer lugar, los ratones alimentados
con dieta estandar que recibieron administracién oral de

vehiculo (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 58,909, n? =
0,752, p <0,001; post-hoc U =19, r = 0,52, p < 0,05; Figu-
ra 2C, izquierda), o trasplante de microbiota de donantes
con flexibilidad cognitiva deteriorada (Test de Kruskal-Wa-
llis H; H (7) = 58,909, n? = 0,752, p < 0,001; post-hoc U
=13,r=0,84, p <0,01; Figura 2C, izquierda), o donantes
con flexibilidad cognitiva éptima (Test de Kruskal-Wallis
H; H (7) = 58,909, n? = 0,752, p < 0,001; post-hoc U = 22,
r = 0,47, p < 0,05; Figura 2C, izquierda) presentaron una
disminucién significativa en la ingesta calérica en compa-
raciéon con el grupo control. Se observaron efectos menos
pronunciados en los ratones alimentados con dieta alta en
grasas, ya que solo los ratones que recibieron FMT de do-
nantes con valores altos de puntuacién Stroop disminuye-
ron significativamente la ingesta calérica en comparaciéon
con el control (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 58,909,
n?=0,752, p <0,001; post-hoc U =21, r = 0,49, p < 0,05;
Figura 2C, derecha), sugiriendo un posible papel protector
en el desarrollo de la obesidad.

De forma interesante, los ratones alimentados con dieta
alta en grasas disminuyeron significativamente la ingesta
de agua en comparaciéon con el grupo de dieta estandar
(Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,586, n? = 0,414, p
< 0,001; post-hoc U = 188, r = 0,64, p < 0,001; Figura
2D). Aunque el andlisis global indic6 alteraciones relacio-
nadas con la microbiota en la ingesta de agua, esto no fue
confirmado por las comparaciones post hoc posteriores
ni en los ratones alimentados con dieta estandar (Test de
Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,586, n = 0,4143, p < 0,001;
control x vehiculo, U = 48, n.s.; control x FMT (L), U = 28,
n.s.; control x FMT (H), U = 32, n.s.; vehiculo x FMT (L),
U = 26, n.s.; vehiculo x FMT (H), U = 33,5, n.s.; Figura
2D, izquierda) ni en los ratones alimentados con dieta alta
en grasas (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,586, 2 =
0,4143, p < 0,001; control x vehiculo, U = 31, n.s.; control
x FMT (L), U = 33, n.s.; control x FMT (H), U = 47, n.s.;
vehiculo x FMT (L), U = 40, n.s.; vehiculo x FMT (H), U =
30, n.s.; Figura 2D, derecha).

La dieta también tuvo un impacto en la actividad lo-
comotora, como se observo por una actividad significati-
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Figura 2

Pardmetros metabdlicos y actividad locomotora de los ratones. A. Peso corporal medio (g). B. Ingesta media de alimento (g). C.
Ingesta media de calorias (kcal). D. Ingesta de agua (g). E. Actividad locomotora: actividad locomotora total (interrupciones de haz).

F. Actividad locomotora: nimero de rearing
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Nota. A. Los datos fueron analizados utilizando la prueba H de Kruskal-Wallis; H (7) =

37,481,n2=0,442, p <0,001; *sig. STD control x STD FMT (L), post-hoc U =

14,r=0,58, p <0,05; ***sig. HFD control x HFD vehiculo, post-hoc U =0, r = 0,84, p < 0,001; ***sig. HFD control x HFD FMT (L), post-hoc U =2, r=0,81, p <0,001;
***sig. HFD control x HFD FMT (H), post-hoc U =0, r = 0,84, p < 0,001; Msig. HFD vehiculo x HFD FMT (L), post-hoc U = 11, r=0,61, p < 0,01; AMsig. HFD vehiculo x

HFD FMT (H), post-hoc U=12,r=0,62, p<0,01.
C. Los datos fueron analizados utilizando la prueba H de Kruskal-Wallis; H (7) =

58,909, n2= 0,752, p < 0,001; >>>sig. dieta, post-hoc U=13,r=0,84, p <0,001; *sig.

STD control x STD vehiculo, post-hoc U = 19, r = 0,52, p < 0,05; **sig. STD control x STD FMT (L), post-hoc U =13, r = 0,59, p < 0,01; *sig. STD control x STD FMT (H),
post-hoc U =22, r=0,47, p <0,05; *sig. HFD control x HFD FMT (H), post-hoc U = 21, r=0,49, p < 0,05.

D. Los datos fueron analizados utilizando la prueba H de Kruskal-Wallis; H (7) =

E. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos vias. Grupos F (3, 69) =

35,586, n2=0,414, p <0,001; >>>sig. dieta, post-hoc U =188, r = 0,64, p < 0,001.
3,393, 2=

0,129, p < 0,05; ***sig, HFD control x HFD vehiculo, post-hoc I-J

=-978,933,d = 7,49, p <0,001; Asig. HFD vehiculo x HFD FMT (L), post-hoc I = 673,389, d = 1,66, p < 0,05; >>>sig. dieta, ANOVA de dos vias dieta, F (1, 69) =

26,712,112 = 0,279, p < 0,001.
F. Los datos fueron analizados mediante la prueba H de Kruskal-Wallis; H (7) =

35,963, 2=

0,419, p <0,001; Asig. STD vehiculo x STD FMT (H), post-hoc U = 23, r =

0,46, p < 0,05; *sig. HFD control x HFD vehiculo, post-hoc U =17, r = 0,51, p < 0,05; >>>sig. dieta, post-hoc U =217,5,r=0,61, p <0,001.

Abreviaturas: STD - dieta estdndar; HFD - dieta alta en grasa; FMT - trasplante de microbiota fecal; FMT (L) -

(H) - FMT de donantes con alta flexibilidad cognitiva.

vamente reducida (ANOVA de dos vias; dieta, F (1, 69) =
26,712, n%* = 0,279, p < 0,001; Figura 2E, derecha) y el nt-
mero de rearings (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,963,
n*= 0,419, p < 0,001; post-hoc U = 217,5, r = 0,61, p <
0,001; Figura 2F, derecha) en los ratones alimentados con
dieta alta en grasas. Estas alteraciones en la actividad lo-
comotora fueron moduladas por la composicién de la mi-
crobiota. Asi, los ratones del grupo vehiculo, que tenian la
microbiota intestinal depletada con antibi6ticos, mostraron
un aumento significativo en la actividad total (ANOVA de
dos vias; dieta, F (1, 69) = 26,712, n2 = 0,279, p < 0,001;
post-hoc I-] = -978,933, d = 7,49, p < 0,001; Figura 2E,
derecha) y en el nimero de rearings (Test de Kruskal-Wallis
H; H (7) = 35,963, n? = 0,419, p < 0,001; post-hoc U =
17, r = 0,51, p < 0,05; Figura 2F, derecha), en compara-
ci6n con los ratones control alimentados con dieta alta en
grasas. El grupo de dieta alta en grasas que recibi6 FMT
de donantes con flexibilidad cognitiva deteriorada mostro
una disminucién de la actividad locomotora total en com-
paracion con el grupo vehiculo (ANOVA de dos vias; gru-
pos, F (3, 69) = 3,393, n? = 0,129, p < 0,05; post-hoc I-J
=-673,389, d = 1,66, p < 0,05; Figura 2E, derecha), pero

no en comparacion con el grupo control (ANOVA de dos

FMT de donantes con baja flexibilidad cognitiva; FMT

vias; grupos, F (3, 69) = 3,393, n? = 0,129, p < 0,05; post-
hoc I-] = -303,544, n.s.; Figura 2E, derecha). Finalmente,
los ratones alimentados con dieta estandar que recibieron
un trasplante de microbiota de donantes con flexibilidad
cognitiva 6ptima mostraron una disminucién en el nimero
de rearings en comparacion con el grupo vehiculo (Test de
Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,963, n? = 0,419, p < 0,001;
post-hoc U = 23, r = 0,46, p < 0,05; Figura 2F, izquier-
da), pero no en comparacién con el grupo control (Test de
Kruskal-Wallis H; H (7) = 35,963, n? = 0,419, p < 0,001;
post-hoc U = 29, n.s.; Figura 2F, izquierda).

La trasplantacién de microbiota fecal altera el
rendimiento de la memoria

La memoria a corto, largo plazo y de trabajo se evaluaron
para comprender mejor las relaciones entre la microbiota
intestinal, la flexibilidad cognitiva y el deterioro cognitivo.
En primer lugar, no se observd ningtn efecto de la dieta
sobre la memoria a corto plazo (Kruskal-Wallis H; H (7) =
16,916, n? = 0,144; post-hoc U = 683, n.s.; Figura 3A), la
memoria a largo plazo (ANOVA de dos vias; dieta F (1, 61)
= 0,139, n.s.; microbiota F (3, 61) = 6,957, n? = 0,255, p
< 0,001; interacciéon F (3, 61) = 0,319, n.s.; Figura 3B) y la
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memoria de trabajo (ANOVA de dos vias; dieta F (1, 69) =
1,644, n.s.; microbiota F (3, 69) = 1,509, n.s.; interacciéon F
(3, 69) = 0,183, n.s.; Figura 3C).

El grupo vehiculo alimentado con dicta estandar con
microbiota intestinal depletada por antibidticos mostro
una memoria a corto plazo deteriorada, con un tamano del
efecto elevado (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 16,916,
n? = 0,144, p < 0,05; post-hoc U = 6, r = 0,74, p < 0,001;
Figura 3A). Sin embargo, este mismo efecto no se observo
en los ratones alimentados con dieta alta en grasas (Test de
Kruskal-Wallis H; H (7) = 16,916, n? = 0,144, p < 0,05;
post-hoc U = 23, n.s.; Figura 3A). Este deterioro de la me-
moria inducido por antibiéticos fue revertido mediante la
trasplantaciéon de microbiota procedente de donantes con
flexibilidad cognitiva deteriorada (Kruskal-Wallis H; H (7)
=16,916,1n*= 0,144, p < 0,05; post-hoc U = 14,r= 0,58, p
< 0,05). Mientras tanto, aquellos que recibieron microbiota
de donantes con flexibilidad cognitiva 6ptima mostraron
una tendencia hacia una mejora de la memoria a corto pla-
zo (Kruskal-Wallis H; H (7) = 16,916, n)? = 0,144, p < 0,05;
post-hoc U =22, p = 0,063, n.s.; Figura 3A, izquierda). No
se observaron diferencias significativas entre los grupos ali-
mentados con dieta alta en grasas (Kruskal-Wallis H; H (7)
=16,916, 2 = 0,144, p < 0,05; post-hoc control x vehiculo
U = 23; control x FMT (L) U = 35; control x FMT (H) U
= 38; vehiculo x FMT (L) U = 39, n.s.; vehiculo x FMT (H)
U = 23, n.s.; Figura 3A, derecha).

Los efectos sobre la memoria a largo plazo fueron mas
pronunciados que en la memoria a corto plazo. El grupo

Figura 3

vehiculo mostré un deterioro significativo en la memoria a
largo plazo, independiente de la dieta (STD control x STD
vehiculo ANOVA de dos vias; grupos I (3, 61) = 6,957, n?
= 0,255, p < 0,001; post-hoc I-] = -0,199, d = 5,82, p <
0,01; HFD control x HFD vehiculo post-hoc I-] = -0,226,
d = 6,37, p = 0,001; Figura 3B), con un tamaiio del efecto
elevado. Este deterioro cognitivo fue aliviado por FMT de
humanos con puntuaciones Stroop altas tanto en ratones
alimentados con dieta estandar (ANOVA de dos vias; gru-
pos F(3,61) =6,957, 12 = 0,255, p < 0,001; post-hoc I-] =
-0,139, d = 3,63, p < 0,05; Figura 3B, izquierda) como en
ratones alimentados con dieta alta en grasas (ANOVA de
dos vias; grupos F (8, 61) = 6,957, n* = 0,255, p < 0,001;
post-hoc I-] =-0,169, d = 2,78, p < 0,05; Figura 3B, dere-
cha). Ademas, la trasplantacién de microbiota de donantes
con flexibilidad cognitiva deteriorada también mejoré la
memoria a largo plazo, en comparacién con el grupo ve-
hiculo, pero solo en los ratones alimentados con dieta alta
en grasas (ANOVA de dos vias; grupos F (3, 61) = 6,957,
n? = 0,255, p < 0,001; post-hoc I-] =-0,192,d = 5,97, p <
0,05; Figura 3B, derecha). Estos cambios en la memoria a
corto y largo plazo revelan la implicacién de la microbiota
intestinal en el rendimiento cognitivo.

No se observaron diferencias significativas entre los gru-
pos en la memoria de trabajo en el contexto de diferentes
dietas y composiciones de microbiota (ANOVA de dos vias;
dieta F (1, 69) = 1.644, n.s.; microbiota F (3, 69) = 1.509,
n.s.; interaccién I (3, 69) = 0.183, n.s.; Figura 3QC).

Efecto del trasplante de microbiota fecal sobre la memoria a corto plazo, largo plazo y de trabajo en ratones. A. Indice de
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novedoso para memoria a largo plazo (24 h). C. Exploracién del
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Nota. A. Los datos fueron analizados mediante la prueba H de Kruskal-Wallis; H (7) = 16,916, n2 = 0,144, p < 0,05; ***sig. STD control x STD vehiculo, post-hoc
U=6,r=0,74,p <0,001; ~sig. STD vehiculo x STD FMT (L), post-hoc U =14, r = 0,58, p < 0,05.

B. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos vias. Grupos F (3, 61) =

6,957, n? = 0,255, p <0,001; **sig. STD control x STD vehiculo, post-hoc I-] =

-0,199,d =5,82, p <0,01; Asig. STD vehiculo x STD FMT (H), post-hoc I-) = -0,139, d = 3,63, p < 0,05; ***sig. HFD control x HFD vehiculo, post-hoc |-} = -0,226, d
=6,37, p=0,001; Asig. HFD vehiculo x FMT (L), post-hoc |-} = -0,192, d = 5,97, p < 0,05; Asig. HFD vehiculo x FMT (H), post-hoc I =-0,169, d = 2,78, p < 0,05.
Abreviaturas: STD - dieta estandar; HFD - dieta alta en grasa; FMT - trasplante de microbiota fecal; FMT (L) - FMT de donantes con baja flexibilidad cognitiva;

FMT (H) - FMT de donantes con alta flexibilidad cognitiva.
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El trasplante de microbiota fecal no afecté a la
ansiedad ni a la depresidn

La dieta alta en grasas no tuvo ningun efecto sobre las con-
ductas de tipo ansioso (ANOVA de dos vias; dieta I (1, 69)
= 3,020, n.s.; microbiota F (3, 69) = 0,403, n.s.; interaccién
F (3, 69) = 0,586, n.s.; Figura 4A) ni similares a depresion
(Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 5,237, n.s.; Figura 4B).
Ademas, no se observaron diferencias significativas entre
los grupos con diferentes composiciones de microbiota en
la prueba de campo abierto, que representa un modelo de
conducta de tipo ansioso (ANOVA de dos vias; dieta F (1,
69) = 3,020, n.s.; microbiota F (3, 69) = 0,403, n.s.; inte-
raccion F (3, 69) = 0,586, n.s.; Figura 4A), ni en la prueba
de suspension por la cola, que representa una conducta de
tipo depresivo (Test de Kruskal-Wallis H; H (7) = 5,237,
n.s.; Figura 4B).

Discusion
En este estudio, hemos revelado la relacion entre la flexi-
bilidad cognitiva y diferentes parametros del rendimien-
to cognitivo, proporcionando nuevos conocimientos para
comprender los mecanismos implicados en la pérdida de
control de la ingesta, que presenta estrechas similitudes
conductuales con las alteraciones de conducta que subya-
cen a los trastornos por uso de sustancias. En primer lugar,
demostramos déficits cognitivos inducidos por antibiéticos,
los cuales fueron aliviados mediante TFM. En este sentido,
la TFM procedente de individuos con puntuaciones altas
de flexibilidad cognitiva/control inhibitorio mejoré6 la me-
moria a largo plazo independientemente de la dieta. Sin
embargo, no se observé ningun efecto significativo en la
memoria a corto plazo. De manera notable, el trasplante
de microbiota procedente de do-
nantes con flexibilidad cognitiva Figura 4
deteriorada mejor6 la memoria a
corto plazo en los ratones alimen-
tados con dieta estandar y la me-
moria a largo plazo en los ratones
alimentados con una dieta alta en
grasas. En conjunto, nuestros resul-
tados indican que la dieta y la com-

Comportamiento de tipo ansioso

logicas. De hecho, teniendo en cuenta la implicacion de
la microbiota intestinal en las respuestas conductuales y
en las funciones metabélicas, se ha observado que la TFM
puede inducir importantes modificaciones metabdlicas en
ratones, incluyendo una mejora en los niveles de glucosa
en ayunas (Qiu et al., 2023), diabetes tipo 2 (Chen et al.,
2023), sensibilidad a la insulina (Vrieze et al., 2012; Wu et
al., 2023), perfil lipidico (Liang et al., 2022), peso corporal
(Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020b; Mayneris-Perxachs et
al., 2020) y varios deterioros conductuales mediados por el
sistema nervioso central (Arnoriaga-Rodriguez et al., 2021;
Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020a). Ademas de los efectos
periféricos, la microbiota intestinal también tiene un im-
pacto significativo sobre las respuestas conductuales. Varios
estudios han mostrado que la TFM procedente de donan-
tes sanos ha mejorado los sintomas de diversas condiciones
neurolégicas y psiquiatricas, incluyendo el trastorno del es-
pectro autista, el dolor neuropatico, la epilepsia, la esclero-
sis multiple, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Alzheimer y la depresién, entre otras (Vendrik et al., 2020).
Algunos de estos estudios también han puesto de manifies-
to el impacto de la microbiota intestinal en el rendimiento
cognitivo. Asi, los individuos con mala memoria presenta-
ban una baja diversidad microbiana, lo que subraya esta
comunicacion bidireccional entre el intestino y el cerebro
en el control cognitivo (El-Sayed et al., 2021). En ratones,
el deterioro cognitivo inducido por antibiéticos fue rever-
tido mediante el uso de dos cepas bacterianas diferentes a
través de la produccién de neurotransmisores y la actividad
antioxidante (Yarullina et al., 2024). El ejercicio, uno de
los principales moduladores de la microbiota, muestra un
potencial para aliviar los déficits hipocampales inducidos
por la microbiota. De hecho, los ratones tratados con anti-

Efecto del trasplante de microbiota fecal sobre la conducta tipo ansiedad y la conducta tipo
depresion en ratones. A. Tiempo (%) en el centro de la prueba de campo abierto.
B. Tiempo de inmovilidad (s) durante la prueba de suspension por la cola

Comportamiento de tipo depresivo
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biéticos muestran inflamacion de bajo grado y déficits en la
conducta inducida por la separacién, que fueron mitigados
mediante el ejercicio (Nicolas et al., 2024). En otro estudio,
el deterioro cognitivo inducido por antibiéticos fue reverti-
do mediante el uso de dos cepas diferentes de Lactobacillus
a través de la produccion de neurotransmisores y actividad
antioxidante (Yarullina et al., 2024). De manera similar, en
nuestro estudio, demostramos que el tratamiento con an-
tibidticos indujo déficits cognitivos que fueron mejorados
mediante el trasplante de microbiota, independientemente
de las puntuaciones de flexibilidad cognitiva de los donan-
tes humanos, confirmando tanto el efecto perjudicial de los
antibioticos como el efecto crucial de la recolonizacion de
la microbiota sobre el rendimiento cognitivo.

Previamente encontramos que la microbiota intestinal
de donantes obesos conducia a deterioros en la memoria
de trabajo y la memoria a corto plazo. Este deterioro cogni-
tivo se asocio con el metabolismo del triptoéfano relaciona-
do con la microbiota (Arnoriaga-Rodriguez et al., 2020a).
Otros estudios han demostrado que las arqueas metanoge-
nas se correlacionaban con un mejor rendimiento cogniti-
vo, mientras que la TFM procedente de seres humanos que
contenian mayores cantidades del arquea M. smuthu produ-
jo un mejor control inhibitorio en ratones (Fumagalli et
al., 2025). Ademas, los virus también desempefian un pa-
pel crucial en la funcién de la microbiota intestinal, ya que
niveles mas altos de Caudovirales en humanos se asocia-
ron con funciones ejecutivas y memoria verbal mejoradas.
De manera interesante, la TFM procedente de donantes
humanos con niveles altos de Caudovirales mejord la me-
moria a corto plazo y la memoria emocional en ratones
(Mayneris-Perxachs et al., 2022b), mientras que la TFM
de individuos portadores de Blastocystis deteriord la funcién
cognitiva en ratones (Mayneris-Perxachs et al., 2022c).
Por el contrario, otro estudio mostré que un microorga-
nismo eucariota encontrado en el intestino, concretamen-
te Blastocystis, indujo déficits en la funciéon ejecutiva junto
con alteraciones adicionales en la microbiota intestinal. El
deterioro cognitivo relacionado con la obesidad se vinculd
a la expresion génica del tejido adiposo responsable de la
alteracion de la funcién cognitiva (Oliveras-Caflellas et al.,
2023). En nuestro estudio, hemos demostrado que el tras-
plante de microbiota procedente de sujetos obesos (IMC
superior a 30) con alta y baja flexibilidad cognitiva mejord
de manera diferencial la memoria a corto y largo plazo en
funcién de la dieta. Especificamente, la TFM procedente
de donantes con flexibilidad cognitiva deteriorada mejord
la memoria a corto plazo Unicamente en los ratones ali-
mentados con dieta estandar y la memoria a largo plazo en
los ratones alimentados con dieta alta en grasas. En con-
traste, la TFM procedente de donantes con puntuaciones
Stroop altas mejoré significativamente la memoria a largo
plazo independientemente de la dieta. No se observaron
efectos significativos en la memoria de trabajo, que refleja

fuertemente la flexibilidad cognitiva, lo que indica que el
rendimiento de la memoria, mas que la flexibilidad cog-
nitiva, podria ser modulado por modificaciones de la mi-
crobiota. Contrariamente a nuestros hallazgos, un estudio
previo demuestra coherencia en los resultados cuando la
TEFM procedente de humanos obesos con control inhibito-
rio deteriorado condujo a alteraciones similares en la prue-
ba de inversion (Arnoriaga-Rodriguez et al., 2021), lo que
suglere que podrian realizarse pruebas conductuales mas
amplias para evaluar la flexibilidad cognitiva y el control
inhibitorio en futuros experimentos.

La dieta occidental es un patrén alimentario poco salu-
dable caracterizado por el consumo de alimentos altamen-
te palatables ricos en azdcares y grasas. Debido a su alta
palatabilidad, es la principal causa de pérdida de control de
la ingesta, obesidad y el desequilibrio microbiano asociado
(Burokas et al., 2018; Espinosa-Carrasco et al., 2018; Man-
cino et al., 2015; Martin-Garcia et al., 2010; Samulénaité
et al., 2024). En este estudio, la exposicién a una dieta alta
en grasas no indujo un fenotipo obeso en los ratones. Por
el contrario, la combinacion del tratamiento con antibié-
ticos y la dieta alta en grasas condujo a una disminucién
significativa del peso corporal. Mientras tanto, los grupos
TFM, independientemente del contenido de la microbiota,
mostraron un peso corporal intermedio, significativamente
mayor que en los ratones tratados con antibidticos, pero
menor en comparacion con el control alimentado con dieta
rica en grasas. Este efecto relacionado con los antibidticos
ya habia sido descrito (Luo et al., 2023), sugiriendo una
explicacion de por qué no se obtuvo el fenotipo obeso, a
pesar de la ingesta de una dieta alta en grasas. La duracion
del protocolo y los procedimientos continuos de TFM tam-
bién podrian haber contribuido al fenotipo sin aumento de
peso. Por otro lado, una dicta alta en grasas disminuy6 sig-
nificativamente la ingesta de agua, el nimero de rearings y
la actividad locomotora total, lo cual coincide con estudios
previos (Bjursell et al., 2008; Volcko et al., 2020; Yokoya-
ma et al., 2020). La composicion de la microbiota también
alteré la actividad locomotora. En este sentido, los ratones
tratados con antibidticos y alimentados con dieta rica en
grasas mostraron un aumento sustancial en la actividad lo-
comotora total y en los rearings, lo cual es coherente con
el menor peso corporal de estos ratones. Este aumento en
la actividad locomotora fue aliviado por la TFM de do-
nantes con baja flexibilidad cognitiva, pero no por la TFM
de donantes con alta flexibilidad cognitiva, aunque se ob-
servo una tendencia hacia una menor actividad. A pesar
de no observarse diferencias significativas en la ingesta, los
ratones alimentados con dieta alta en grasas aumentaron
significativamente la ingesta calérica, indicando cambios
en la conducta alimentaria asociados a la obesidad. Sin
embargo, esto no fue suficiente para alterar el peso corpo-
ral. La exposicion a alimentos palatables también puede
inducir alteraciones en el sistema de recompensa cerebral,
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contribuyendo a la pérdida de control de la ingesta (Ber-
ding et al., 2021; Martin-Garcia et al., 2011; Requena et
al., 2018). De hecho, la palatabilidad de los alimentos es un
componente clave en el desarrollo de la adiccién a la comi-
da, ya que los ratones mantuvieron un condicionamiento
operante estable principalmente cuando la respuesta era
reforzada por pellets altamente palatables con sabor a cho-
colate (Garcia-Blanco et al., 2022). Sin embargo, a pesar
del solapamiento entre obesidad y adicciéon a la comida, se
revel6 un perfil de microbiota distinto entre mujeres obesas
con o sin adicciéon a la comida (Dong et al., 2020). Ade-
mas, las funciones ejecutivas suelen estar deterioradas en
la adiccion a la comida, lo que contribuye a un mayor so-
breconsumo. De manera interesante, los individuos obesos
también presentan un mal control inhibitorio, que corre-
laciona positivamente con cambios potencialmente perju-
diciales en la microbiota intestinal, mientras que se obser-
varon correlaciones negativas con microbiota beneficiosa
tanto en humanos como en ratones (Arnoriaga-Rodriguez
et al., 2021; Castells-Nobau et al., 2024; Samulénaité et
al., 2024).

En resumen, este estudio destaca la interaccion entre la
alteracion de la flexibilidad cognitiva relacionada con la
pérdida de control de la ingesta y las alteraciones de la mi-
crobiota intestinal. Hemos demostrado que la microbiota
desempefia un papel crucial en el rendimiento cognitivo,
ya que los ratones con microbiota depletada mediante an-
tibidticos presentaron una memoria a corto y largo plazo
sustancialmente deteriorada. Ademas, la microbiota rela-
cionada con el fenotipo de flexibilidad cognitiva en huma-
nos produce cambios cognitivos importantes mediante la
TFM en ratones que dependen de la exposicion dietética.
Estas respuestas cognitivas estan estrechamente relaciona-
das con la pérdida de control de la ingesta, que conduce
al sobrepeso y la obesidad. Considerando la falta de estra-
teglas terapéuticas efectivas para combatir la pérdida de
control de la ingesta, nuestros resultados podrian abrir una
nueva perspectiva terapéutica para futuras estrategias ba-
sadas en la microbiota dirigidas a este trastorno conductual
y a sus comorbilidades relacionadas.

A pesar de estos resultados, nuestro estudio presenta cier-
tas limitaciones. En primer lugar, los grupos control no ex-
plican completamente los efectos observados. Otro grupo
control con ratones pretratados con antibiéticos que recibie-
ran autotrasplante y un grupo experimental adicional que
recibiera TFM de un donante con control inhibitorio inter-
medio podrian proporcionar mas explicaciones para los re-
sultados obtenidos. Ademas, utilizamos tnicamente ratones
machos en nuestro estudio, aunque los donantes humanos
eran de ambos sexos. Finalmente, podrian implementarse
mas pruebas conductuales para investigar la flexibilidad cog-
nitiva en ratones y obtener una mejor comprensioén de c6mo
la microbiota intestinal afecta a la flexibilidad cognitiva.
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DIRECTRICES PARA AUTORES/AS

Adicciones esta editada por Socidrogalcohol, Sociedad Cientifica
Espariola de Estudios sobre el Alcohol, el Alcoholismo y otras Toxicomanias.

Adicciones publica articulos originales sobre el tratamiento, la
prevencion, estudios basicos y descriptivos en el campo de las adic-
ciones de cualquier tipo, procedentes de distintas disciplinas (me-
dicina, psicologia, investigacion basica, investigacion social, etc.).
Todos los articulos son seleccionados después de pasar un proceso
de revisiéon anénimo realizado por expertos en cada tema.

Adicciones publica 4 nimeros al aflo en marzo, junio, sep-
tiembre y diciembre. La revista cuenta con cinco tipos de publica-
ciones: editorial, articulos originales, informes breves, articulos de
revisién y cartas al director.

Con el fin de facilitar la lectura y no incurrir en posibles errores
gramaticales, las referencias que en estas normas se hacen a autor
y autores, revisor, revisores, editor, editores, deben entenderse he-
chas respectivamente a autor o autora, autores o autoras, revisor o
revisora, revisores o revisoras, editor o editora, editores o editoras.

1. CONSIDERACIONES GENERALES

Idiomas
La revista admite articulos en espafiol y en inglés para su revision.
La edicién definitiva de los articulos se publicara en ambos idiomas.

Conflictos de intereses y principios éticos

La politica de la revista exige que en todos los articulos y editoriales
conste expresamente la existencia o no de conflicto de intereses en
el apartado correspondiente. Todos los conflictos de interés son im-
portantes, pero especial cuidado hay que poner en el caso de haber
recibido para el estudio financiacién de la industria farmacéutica,
alcoholera, tabaquera, del juego, etc. Tener conflicto de intereses
no significa no poder publicar el articulo. En caso de duda sobre
esta cuestion se debe contactar con el Comité Editorial.

La revista Adicciones se ajusta en este tema a las recomenda-
ciones y principios éticos de la ISAJE (International Society of
Addiction Journals Editors): https://www.isaje.net/ethical-
guidelines.html

Autoria y originalidad

Los articulos deben ser originales. Unicamente deben ser considera-
dos autores aquellos que han hecho sustanciales contribuciones: 1) a
la concepcion y disefio, adquisicién de datos, o el analisis e interpre-
tacién de datos; 2) a la redaccién del articulo o a su revision critica;
y 3) que ha dado su aprobacién de la version final que se publicara.

Todos los manuscritos seran valorados con herramientas de
control del plagio. Los autores deben asegurar que ninguna parte
significativa del material aportado ha sido publicado con anterio-
ridad. En caso de duda debe aportar lo presentado o publicado
en otras revistas antes de poder ser considerado el articulo para su
revision.

Ademas, para estas cuestiones, los autores pueden y deben con-
sultar el acuerdo de Farmington, al que estd adherida la revista
Adicciones:  https://www.isaje.net/farmington-consensus.
html. También pueden consultarse las normas de publicacién de
la American Psychological Association, 7* edicién (2020).

2. PREPARACION DE MANUSCRITOS

Los autores deben seguir exclusivamente para la presentacién de
sus manuscritos las Normas de publicacién de la American Psycho-
logical Association, 7* edicién (2020) (www.apastyle.org).

La Revista Adicciones respeta y favorece la diversidad. Los au-
tores deben utilizar lenguaje inclusivo que esté exento de sesgos y
estereotipos. No existe un limite exacto de palabras para los traba-

jos que se presenten. De todos modos, toda la informacién que se

incluya debe ser estrictamente la necesaria y se recomienda breve-
dad y sintesis.

Los articulos deben ser de gran interés para la comunidad cien-
tifica del campo de las adicciones, suponiendo un impacto signifi-
cativo en su ambito de investigacion y ofreciendo conclusiones e
implicaciones claramente novedosas. Se evitaran trabajos que se
refieran a realidades muy concretas o situaciones muy particulares,
o que sean basicamente descriptivos —a menos, que se trate de algo
muy novedoso. Se recomienda en la preparacién de manuscritos
seguir las guias para cada tipo de investigaciéon en adicciones de la
ISAJE: https://www.isaje.net/reporting-guidelines.html vy
de la Equator network https://www.equator-network.org/

Tipos de articulos

Articulos orginales.

Seran preferentemente trabajos de investigacion clinicos o experi-
mentales en el campo de las adicciones. Se valoraran especialmente
articulos de caracter empirico con muestras amplias y metodologias
sélidas adecuadas a los objetivos perseguidos.

Articulos de revisidn.

Presentaran la actualizacién de un tema de forma rigurosa y ex-
haustiva. En lineas generales, Gnicamente se aceptaran revisiones
sistematicas y metaanalisis. Estas revisiones deberan regirse por
métodos sistematizados (p. ej., criterios PRISMA) y estar registra-
dos en bases de protocolos de revision (p. €j., PROSPERO).

Cartas al Editor:

Consisten en una presentacion breve sobre algin area de investiga-
ci6n particularmente novedoso y original, o la contestacién o mati-
zacion a un articulo publicado en la revista. Cuando sea éste el caso
la carta tendrd que recibirse dentro de las 6 semanas subsiguientes a
la publicacién del articulo en el nimero de la revista. Tendran una
extensiéon maxima de 800 palabras aproximadamente, 10 referen-
cias y una tabla o figura.

3. PRESENTACION DE LOS TRABAJOS

Todos los articulos se deben enviar a través de www.adicciones.
es. En la plataforma se podran encontrar todas las instrucciones
para la preparaciéon y subida del manuscrito. Todo el seguimiento
del proceso de revisiéon y editorial se realizara a través de la
plataforma web de la Revista Adicciones. Todos los autores y
coautores deben estar registrados en la plataforma de la revista y
sus datos de contacto (p.¢j., e-mail y teléfono) deben indicarse en
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https://www.isaje.net/reporting-guidelines.html
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el primer paso del envio para iniciar el proceso. Esta es la tnica
forma prevista para envio de articulos (si tiene alguna duda o
problema técnico puede comunicarse con revistaadicciones@
socidrogalcohol.org)

Estructura de los trabajos enviados a la revista

Para el envio de manuscritos se deben preparar y anexar los si-
guientes documentos:

A) Carta de presentacién o Cover Letter. Debera contener el objetivo del
trabajo, la justificacién del porqué se ha llevado a cabo y cual es la
aportacién al conocimiento ya existentes, la posible audiencia a la
que iria dirigido el estudio y la repercusion sobre la elaboracion de
posibles nuevos trabajos, asi como una descripcion de los principa-
les hallazgos y la contribucién de los mismos para generar nuevo
conocimiento en el campo de las adicciones.

B) Documento de autorizacion de todos los autores. Todo manuscrito en-
viado para su consideracién de publicacién a la revista Adiccio-
nes vendra acompanado de una carta firmada por todos los auto-
res. En este documento se indicara que:

1. El manuscrito es original y no ha sido previamente pu-
blicado, completo o en parte, ni esta siendo considerado
para su publicacion en otra revista.

2. La financiaciéon que ha recibido el estudio realizado (di-
recta o indirecta) y si tiene conexiones con la industria
del tabaco, alcohol o industria farmacéutica, u otras re-
laciones que puedan llevar a un conflicto de intereses.

3. Que el manuscrito ha sido realizado, leido y aprobado
por los autores tal como se envia el mismo, y que la au-
toria le corresponde a todos y todas los y las firmantes.

4. Que se han cumplido todos los principios éticos en re-
lacién a la proteccion de las personas o de los pacientes,
o de los animales, cuando se trate de experimentacién
animal.

5. Que se acompaifian todos los permisos correspondientes
para reproducir material previamente publicado que se
va a incluir en el manuscrito, como texto, tablas, figuras,
etc.

6. Que la correspondencia referente al manuscrito remitido
para su publicacién se realizara con el autor de corres-
pondencia del que se indicara el nombre, direccién, telé-
fono y correo electrénico y que éste se encargara a su vez
de ponerse en contacto con el resto de autores y autoras
para la revisién y aprobacién final del articulo.

7. Que se transferiran los derechos de copyright del articulo
ala revista Adicciones en caso de ser publicado el mismo
en la revista Adicciones.

8. La revista Adicciones tiene como politica la difusién
de sus articulos por lo que los autores pueden enviar
en formato electrénico sus articulos publicados a otras
personas. La reproduccién y difusiéon comercial de los
articulos de la revista esta restringida por los derechos
de copyright y se precisa autorizacion de la revista para
hacerlo.

C) Pdgina de titulo. Se indicaran, en el orden que aqui se cita, los
siguientes datos:

- Titulo del articulo, en minusculas (en castellano e inglés)
excepto la letra inicial.

- Nombre de autores completo (no sélo iniciales), y uno
o dos apellidos del/los autor/es (p. €j., Miguel Garcia o
Miguel Garcia Rodriguez o bien Miguel Garcia-Rodri-
guez, teniendo en cuenta que la forma que hayan utiliza-
do los autores es la que se enviara a las bases de datos). Se
deben escribir en minusculas, excepto la letra inicial. Los
distintos autores vendran separados por punto y coma.
Detras del apellido de cada autor, sin espacio intermedio

y en superindice, debera ir un asterisco de llamada (1
asterisco para el primero, 2 para el segundo, etc.). Es-
tos asteriscos son necesarios para indicar en el siguiente
punto la filiacién de autores y autoras.

- Precedidos por un asterisco o los que fuesen necesarios
—segun el punto anterior— se indicaran el nombre/s del
centro/s donde se ha realizado el trabajo o donde tra-
bajan.

Al final de esta pagina (no como ‘nota al pie’) se colocara este texto:
“Enviar correspondencia a: ...”, indicando el nombre, la direcciéon
postal, correo electrénico u otra informacién del autor de corres-
pondencia, al cual la secretaria se dirigira durante el proceso de
revision.

D) Manuscrito. Todas las hojas deberan ir numeradas correlativa-
mente en la parte superior derecha. El orden de presentacién se-
guido en el manuscrito sera el siguiente:

1. En la primera pagina del manuscrito se indicara:
- Titulo del articulo, en mindsculas (en castellano e inglés)
excepto la letra inicial.

2. La segunda hoja del articulo incluira:

- Resumen del trabajo presentado, tanto en espafol como
en inglés. Dicho resumen tendra alrededor de 250 pala-
bras. Siguiendo las normas de publicacién APA, el resu-
men debe especificar los objetivos del estudio o investi-
gacion; una breve descripcion del método utilizado; los
principales resultados; y las conclusiones mas importan-
tes y/o novedosas. El resumen debe redactarse en uno o
varios parrafos siguiendo las normas de publicacién de
la APA, sin necesidad de incluir referencia explicita a las
divisiones de introducciéon, método, etc.

- Listado de entre 5 y 7 palabras clave en espaiol y sus
equivalentes en inglés (Key words) en mintsculas y se-
paradas por comas que, a ser posible, se adapten a las
normalmente utilizadas en los indices al uso (p. ¢j., tér-
minos MESH).

3. La tercera hoja dara inicio al texto del articulo. Dado que el
proceso de revisiéon serd anénimo, confidencial y ciego, se reco-
mienda que los autores eliminen cualquier informacién que consi-
deren pudiera ayudar a identificarlos, como por ejemplo, lugar de
seleccién de participantes, instituciéon de pertenencia del Comité
Etico que ha aprobado el estudio, etc. Esta informacién puede
ser ocultada mediante la sustitucién de la misma por la expresion
“[AUTHORS]” o similares. Se recomienda la redacciéon del texto
en impersonal. Conviene dividir claramente los trabajos en apar-
tados, siguiendo, siempre que sea posible por las caracteristicas del
estudio, el esquema general siguiente: Introduccién (no obstante
la palabra introduccién no se pondra, pues se da por supuesta),
Método, Resultados, Discusion, Reconocimientos, Conflicto de in-
tereses y Referencias.

Introduccién.

Sera breve y debera proporcionar solo la explicacién necesaria
para que el lector pueda comprender el texto que sigue a conti-
nuacién. No debe contener tablas ni figuras, a menos que sean
imprescindibles para la comprensiéon del texto. Debe incluir un tl-
timo parrafo en el que se exponga de forma clara el o los objetivos
del trabajo.

Método.

Se describird claramente el método empleado (seleccion de la
muestra, como se recogieron los datos, instrumentos de recogida
de datos o de evaluaciéon, procedimiento, etc.). Se deben identi-
ficar los instrumentos de evaluacion, tratamientos, farmacos uti-
lizados, aparatos, sistema de evaluacion, pruebas estadisticas, etc.
Debe especificarse el tipo de estudio (descriptivo, epidemiologico,
experimental, ensayo clinico, etc.).



Todos los trabajos que se presenten deben indicar el cumpli-
miento de los principios éticos necesarios para llevar a cabo la in-
vestigacion y la referencia del comité de ética u oficina de investi-
gacion que haya evaluado la adecuacion de dichas investigaciones
al marco ético y legal correspondiente.

Es importante que estudios experimentales y ensayos clinicos es-
tén registrados y se indique el nimero de registro en base de ensayos
(p- €., Clinicaltrials.gov). Deben especificarse los andlisis estadisti-
cos utilizados. Cuando estos sean muy novedosos deben describirse
con detalle, e indicar el paquete estadistico utilizado con la referen-
cia oportuna. Se recomienda encarecidamente indicar, cuando sea
posible, el dato de significacién exacta obtenido en los resultados
(frente a formulas como p <.05 o p <.01) asi como incluir, también
cuando sea posible, estadisticos de tamaiio del efecto.

Resultados.

Los resultados deben presentarse en una secuencia logica en el tex-
to, tablas y figuras, y acorde al procedimiento descrito en el apar-
tado del método. Se deben utilizar sélo aquellas tablas y figuras
estrictamente necesarias, que expresen claramente los resultados
del estudio. No se deben duplicar los datos en tablas y figuras, ni
tampoco repetir en el texto todos los datos de las tablas y figuras,
solo los mas importantes. Es conveniente enfatizar y resumir sélo
las observaciones mas importantes.

Los ensayos clinicos aleatorizados y disefios experimentales de-
ben adecuarse alas guias CONSORT (www.consort-statement.org)
y los estudios con disefios no experimentales a guias internaciona-
les (p. ej., STROBE, https://www.strobe-statement.org/) para la
mayor claridad de la lectura y revision del trabajo. Igualmente, se
presentaran los estadisticos del tamafio del efecto correspondiente.

Discusién.

Se debe comenzar con el objetivo general del estudio. Enfatizara
los aspectos nuevos e importantes del estudio y las conclusiones que
se derivan del mismo. No se deben repetir en detalle los resultados
presentados en la seccidén anterior, ni en la introduccién. Se ha de
destacar lo mas importante y controvertido y relacionarlo con otros
estudios relevantes sobre el tema. No se deben presentar suposicio-
nes si no se ven apoyadas por los datos o la evidencia previa. Cuan-
do sea apropiado pueden incluirse recomendaciones. Se deben
indicar las implicaciones de los hallazgos y las posibles limitaciones
(estas preferiblemente formaran un parrafo al final del articulo).

Reconocimientos.

Este apartado se situard al final del texto del articulo y justo an-
tes del apartado de Conflicto de intereses. Cuando se considere
necesario se citard a las personas, centros o entidades que hayan
colaborado o apoyado la realizacién del trabajo. Pueden incluirse
todas aquellas personas que hayan ayudado en la preparacion del
articulo, pero no con la intensidad requerida para ser considerados
autores. Si el trabajo ha sido financiado se indicaran las entidades
financiadoras, convocatoria y referencia de dicha financiacién, in-
dicando si es competitiva o no.

Conflicto de intereses.

Todos los manuscritos (articulos, revisiones, editoriales, cartas) que
se publican en la revista estaran acompafiados por una declaracion
sobre los posibles o reales conflictos de interés o una declaracion
de que los autores no tienen conflictos de intereses que declarar.

Referencias.
Seguiran de forma estricta las Normas de publicacién de la American
Psychological Association, 7* edicién (2020) (www.apastyle.org).

Tablas y figuras.

Iran al final del texto, numeradas, y cada una en una pagina dis-
tinta, siguiendo el disefio propio de la APA. Se indicara en el texto
del manuscrito en qué lugar deben ir situadas. Tanto tablas como
figuras deben remitirse en formato que puedan ser modificables en
el proceso de edicion de los articulos.

Gestién de datos y material suplementario

Adicciones es una revista open Access, y por tanto, comprometi-
da con la ciencia abierta. Se anima a los autores a compartir los
conjuntos de datos utilizados en el trabajo de investigacion y el
material suplementario en repositorios institucionales o teméaticos
de acceso abierto, federados en la European Open Science Cloud
(EOSC). Esto permitira que los datos sean localizables, accesibles,
interoperables y reutilizables de acuerdo con los principios FAIR.
En el caso de contar con conjuntos de datos o materiales en al-
gun repositorio se deben proporcionar los enlaces web a dichos
archivos o datos asi como los permisos y condiciones de uso de
esos datos. Estos enlaces quedaran recogidos en un apartado de la
revista denominado “Gestiéon de datos y material suplementario”.
El material suplementario sera revisado por el comité editorial de
la revista y no podra ser modificado una vez publicado el articulo,
quedando una copia registrada en la propia revista. Los autores
pueden solicitar que el material sea publicado en la plataforma de
la revista también.

4. EL PROCESO DE REVISION DEL MANUSCRITO

Los articulos son enviados a la revista a través de la www.adic-
ciones.es. Los autores y resto de coautores deben registrarse en la
plataforma web de la revista para poder enviar sus manuscritos. A
continuacién, recibiran unas claves para poder entrar en la web y
revisar la situacion de su articulo. No obstante, el editor de la revis-
ta enviard un mensaje cuando tenga una decision tomada o quiera
aclarar alguna cuestiéon. Una vez recibido el manuscrito en la Re-
daccién de la Revista Adicciones empezara el proceso de revision.

Todo el proceso de recepcion y remisiéon de articulos sigue un
proceso ciego controlado por el Editor jefe. El Editor puede des-
estimar de entrada un articulo que entienda que claramente no
retne la calidad suficiente o no entra dentro de las prioridades de
la revista. El editor puede rechazar de entrada aquellos articulos
que no cumplan estrictamente la normativa de la revista (APA), sin
pasarlo a revisiéon por expertos.

Durante el proceso de envio se le solicitara a los autores que apor-
ten el nombre de al menos dos posibles revisores para su articulo
(nombre, institucién, correo electréonico y ORCID). Los revisores
propuestos deberan ser expertos en el tema y no estar ligados a la in-
vestigacion que se desarrolla en el trabajo presentado. Tampoco po-
dran pertenecer al actual Comité Editorial de Adicciones. La revista
se reserva la decision de utilizar o no dichos revisores propuestos.

Los manuscritos seran enviados por el Editor a dos o mas ex-
pertos en el tema (revisores), que haran los comentarios pertinen-
tes sobre el mismo y que requeriran aquellos cambios que estimen
necesarios. También pueden dar su opinién sobre la aceptacién o
rechazo del articulo. La Gltima decision, basada en el informe de
los revisores, sera tomada por el Editor de la revista. El proceso de
revision serd “doble ciego”. En todo el proceso de revisiéon se man-
tendra el principio de confidencialidad por parte de los revisores
hacia el trabajo que revisan, asi como la confidencialidad de los
nombres de los revisores entre ellos o ante los autores del manus-
crito. En este sentido las revisiones seran anénimas, confidenciales
y ciegas también para los revisores que no conoceran el nombre de
los autores en ningiin momento.

El resultado de la revision del manuscrito sera enviado al autor
de correspondencia indicando la decision editorial. Los autores,
si es el caso, deberan hacer los cambios sefialados por editor y/o
revisores, en un plazo maximo de dos meses, enviando:

- Una copia del manuscrito revisado resaltando los cambios.

- Una copia del manuscrito definitivo.

- Undocumento de respuesta a revisores, donde se expon-
gan de forma detallada las principales modificaciones
efectuadas, asi como sus propios comentarios sobre los
principales aspectos de la revision.



5. PROCESO DE PUBLICACION

Una vez aceptado el articulo, se seguird el siguiente proceso:

1. Se les remitird una version con posibles correcciones de
formato y estilo, a la que deberan responder en un maxi-
mo de 10 dias.

2. Una vez recibida respuesta por parte de los autores, se les
informara de una estimacién de las paginas que ocupara
la version final del articulo en la revista, y del coste de
publicacién del mismo.

3. Una vez se haya efectuado el pago, el articulo sera tra-
ducido al inglés o espanol, dependiendo del idioma ori-
ginal.

4. Se generara un documento final o galerada que los auto-
res también revisaran.

5. Se asignard un DOI al mismo y se publicara en avance
online, hasta que se asignen paginas dentro de un volu-
men concreto en el que finalmente seran publicados los
manuscritos.

En el caso de que los autores compartan sus trabajos en servidores
de pre-print y post-print, en el caso de ser aceptados para su publi-
cacion en la revista Adicciones deben indicar que la version final de
dichos documentos se encuentra en la web de la revista adicciones,
anadiendo el enlace que corresponda a su articulo.

Los autores son totalmente responsables de la version final que
se publique. Las opiniones vertidas en la revista Adicciones no son
necesariamente las de la Delegacién del Gobierno para el Plan
Nacional sobre Drogas o las del Ministerio de Sanidad, ni tampoco
de Socidrogalcohol. Los autores pueden hacer el uso que crean
pertinente para la difusién del articulo, siempre que quede clara
toda la informacién necesaria acerca de la revista donde ha sido
publicado. En el caso, de que los autores quisieran proponer algu-
na modificacién o rectificacién, una vez publicados los articulos
deben comunicarlo a la direccion de la revista. Ademas, la revista
se reserva el derecho a aceptar dichos cambios o a retirar cualquier
publicacién que pudiese contener informacién errénea o fruto de
mala conducta investigadora.

Costes de publicacion

La Revista Adicciones es Open Access, es decir, de acceso abierto, por
lo que una vez publicados los articulos estaran disponibles a través
de la web y las distintas plataformas de buasqueda de forma gra-
tuita, pudiendo ser enviados y compartidos a toda la comunidad
cientifica. Esto supone que se deben cubrir una serie de gastos de
edicién, maquetacién y derechos de difusién que conllevan asocia-
dos unos costes para los autores de los manuscritos. El proceso de
publicacién Open Access cumple con los requisitos y recomenda-
ciones establecidos por las convocatorias de financiacién cientifica
mas actuales como la Horizon 2020 y la Ley de Ciencia del Minis-
terio de Ciencia e Innovacién de Espana, que promueven el acceso
abierto a la ciencia.

La publicaciéon de nuevos articulos estd sujeta al pago de 50€
(IVA incluido) por pagina, con un descuento del 30% si el primer
autor es socio de Socidrogalcohol. Para los casos en los que al me-
nos un 50% de los autores pertenezcan a paises en desarrollo segin
World Bank, se aplicard un descuento del 50%. Excepcionalmen-
te, si existen dificultades graves de financiacién y ante articulos de
gran calidad, se podra negociar una tarifa de publicacion.

6. COPYRIGHT

Los derechos de copyright de todos los articulos publicados en la
revista Adicciones pasan a ser propiedad de la revista.

Los manuscritos podran ser enviados y formar parte de reposi-
torios publicos e institucionales siempre y cuando incluyan el enla-
ce al manuscrito publicado en la revista, la correcta referencia y se
solicite al Editor el permiso.

Los autores se comprometen a acompafiar el manuscrito de to-
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