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El estudioso es el que lleva a los demds
a lo que él ha comprendido

Santo Tomas de Aquino (1224-1274)

Como ya viene siendo tradicién desde que se puso en marcha
esta iniciativa, el Instituto de Neurociencias “Federico Oloriz” de Gra-
nada publica un nuevo libro dentro de la serie “Encuentros en Neuro-
ciencias”. Esta coleccion, que se ha vinculado desde el principio a las
Jornadas Cientificas que el Instituto de Neurociencias celebra bianual-
mente desde el afio 2010, pretende dar visibilidad a las principales
lineas de investigacion de nuestro Instituto, nutriéndose para ello, y
edicion tras edicion, de los trabajos presentados en dichas Jornadas.

En esta ocasion, sin embargo, el sexto libro de la serie sale a la luz
en circunstancias muy excepcionales. Debié haberse publicado tras la
IX edicion de las Jornadas Cientificas del Instituto, programadas para
mediados de marzo de 2020, coincidiendo con la celebracion de la
Semana del Cerebro. Esas Jornadas no llegaron a celebrarse. Se sus-
pendieron dias antes de su inicio debido a la expansion clara e inevi-
table de una pandemia que empezaba a causar estragos en Europa.
En esos momentos nadie imaginaba todo lo que vendria después ni
cdmo nuestras vidas iban a cambiar para siempre.

Es bien sabido que los momentos de crisis pueden ser también
momentos de oportunidades y ésta esta siendo, sin duda, una opor-
tunidad de aprender el valor de lo importante, de reconectarnos con
los demas, de cuidarnos los unos a los otros mas y mejor, de reinven-
tarnos en multitud de facetas personales y profesionales. Es también
una oportunidad para que el gran publico sea consciente no solo de
la inmensa labor que realizan nuestros profesionales sanitarios sino
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también nuestros cientificos, quienes en una carrera contra-reloj y sin
precedentes estan consiguiendo hitos inimaginables hasta hace muy
poco. La ciencia es, sin duda, una de las protagonistas de esta crisis.
Gracias a ella estamos asistiendo a avances terapéuticos y preventivos
espectaculares en tiempo récord y gracias también a la ciencia tene-
mos la certeza de que saldremos de esta crisis y ganaremos la batalla
ala COVID-19.

Este libro compila una serie de trabajos de investigacion que iban
a ser presentados y defendidos por nuestros jovenes investigadores
en esas Jornadas que no llegaron nunca a celebrarse. Ellos representan
a toda una nueva generacion de cientificos que vienen pisando fuerte
y a los que, a pesar de las dificultades, animamos a que no pierdan
nunca la pasion por su trabajo y a que sigan formandose y luchando
por contribuir al avance del conocimiento cientifico. Ellos son nues-
tro futuro y a todos ellos va dedicado este libro.

BLANCA GUTIERREZ MARTINEZ
Directora del Instituto de Neurociencias “Federico Oloriz”
Universidad de Granada



Capitulo 1

Consecuencias epigenéticas de la exposicion al alcohol
durante el desarrollo: papel de los microARNs

VAZQUEZ-AGREDOS, A., GALLO, M.

RESUMEN

El consumo de alcohol esta ampliamente extendido en la socie-
dad, siendo la droga mas consumida en todo el mundo. A pesar de
ser una droga socialmente aceptada, tiene graves consecuencias so-
bre la salud. Se ha comprobado que el alcohol interfiere en meca-
nismos epigenéticos tales como la metilacion y acetilacion del ADN
y las histonas, adquiriendo cada vez mas interés los pequefios ARNs
no codificantes, conocidos como microARNs (miARNs) que regulan
la expresion de una gran variedad de genes asociados al desarrollo y
funcionamiento del cerebro. El alcohol puede alterar los patrones de
expresion de estos miARNs provocando modificaciones permanentes
en la expresion génica. Ya que muchos de estos miARNs estan impli-
cados en funciones de desarrollo cerebral tales como proliferacion y
diferenciacion neuronal, formacion de sinapsis, plasticidad sinaptica'y
apoptosis, es de especial interés comprobar los efectos del alcohol en
el desarrollo del sistema nervioso. En este capitulo se revisa la investi-
gacion relacionada con los cambios en los patrones de expresion de
miARNs provocados por la exposicion prenatal al alcohol y el consu-
mo de alcohol durante la adolescencia.

INTRODUCCION

El alcohol es la droga mas consumida en el mundo. La OMS estima
que en 2016 se consumieron 6,4 litros de alcohol puro per capita en
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todo el mundo. Ademas, cada afo se producen 3 millones de muertes
relacionadas con su consumo, representando un 5,3% de las defuncio-
nes en todo el mundo (1). En Espana el alcohol es también la droga mas
consumida con una tasa de consumo diario de un 7,4% de la pobla-
cion2. Junto con el tabaco es la droga con un inicio en el consumo mas
temprano, situandose a los 14 afios de media (2). En concreto, entre
los jovenes de 14 a 18 afios, el 78% reconoce haber consumido bebidas
alcohdlicas en alguna ocasion en su vida y 6 de cada 10 afirma haber
consumido alcohol en los tltimos 30 dias (3). Por otro lado, aproxima-
damente el 30% de las madres consumen alcohol en algin momento
del embarazo (4) lo que puede desembocar en el Sindrome Alcohdlico
Fetal (SAF) o Trastornos del Espectro Alcohdlico Fetal (TEAF) caracteri-
zado por defectos de desarrollo y crecimiento del cerebro, craneofacia-
les, cardiovasculares y esqueléticos y del comportamiento (5).

Si bien es evidente que el consumo de alcohol es una practica
habitual y socialmente aceptada, este consumo puede tener conse-
cuencias graves en la salud de las personas. Al consumo de alcohol,
se le atribuye la causalidad de mas de 200 enfermedades. El efecto del
alcohol sobre el funcionamiento normal de muchos 6rganos de nues-
tro cuerpo parece estar mediado en parte por la interferencia con
mecanismos epigenéticos fundamentales para el desarrollo y funcio-
namiento normal del organismo y en especial del cerebro.

Por una parte, el alcohol modifica la actividad del ADN sin alterar
su secuencia mediante una variedad de procesos que incluyen me-
tilacion y acetilacion entre otros. Se ha comprobado que el alcohol
provoca cambios en la metilacion del ADN y las histonas en el sistema
nervioso desde las primeras fases de desarrollo hasta la adolescencia
y adultez (6). Efectivamente, el alcohol impide la metilacion normal
del ADN de las células progenitoras neurales afectando a la migra-
cion y diferenciacion de éstas (7). La exposicion repetida al alcohol
en la adolescencia inhibe la actividad de la histona deacetilasa global
(HDAC) y de la ADN metiltransferasa en la amigdala y en el ntcleo de
la base de la estria terminal (8). Por otro lado, en la adultez el alcohol
también produce la inhibicion de la HDAC, aumenta la acetilacion de
las histonas y aumenta la expresion de genes como Bdnfy Npy (9).

Por otra parte, otro de los mecanismos epigenéticos que regula la
expresion génica en el cerebro depende de los microARNs (miARNS).
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Los miARNs son pequefios ARN no codificantes, de 21 a 33 nucleoti-
dos, que se unen a regiones no traducidas (UTRs) en los ARNm pu-
diendo regular la traduccién y transcripcion de casi dos tercios de to-
dos los genes, considerandose, por lo tanto, los principales reguladores
de la expresion génica (10). Se ha relacionado la participacion de los
miARNs con funciones clave para el desarrollo neuronal tales como la
diferenciacion celular, la apoptosis, y la plasticidad sinaptica (11-14) y
su alteracion con diversas afecciones neurolégicas y psiquiatricas entre
ellas el consumo de alcohol y otras drogas (15) Se han encontrado que
la exposicion a alcohol prenatal parece alterar la expresion de diferentes
miARNs en el cerebro en desarrollo (16). Especificamente, el alcohol
altera los patrones de miARNs cuando se consume el alcohol en la ado-
lescencia pudiendo persistir en la adultez (17), e incluso, se plantean
como posibles biomarcadores de alcoholismo (18).

En este capitulo se pretende hacer una revision de los cambios
epigenéticos en miARNs que produce el consumo de alcohol en el
cerebro en desarrollo, desde la exposicion prenatal hasta el efecto de
su consumo durante la adolescencia.

EXPOSICION PRENATAL AL ALCOHOL Y MICROARN

El alcohol es un agente tdxico y teratogénico que puede provocar
diferentes déficits de crecimiento y anomalias fisicas si se expone al feto
durante el embarazo. Sin embargo, el consumo de alcohol durante el
embarazo es bastante comun. En Espaiia se da especialmente el primer
trimestre de embarazo cuando un 40,7% de las encuestadas afirman
haber consumido alcohol; este porcentaje baja hasta el 23,1% en el se-
gundo trimestre y 17,1% en el tercer trimestre (4). El consumo de alco-
hol, sobre todo en el primer trimestre, puede deberse a embarazos no
planificados donde la madre aun no conoce que se encuentra embara-
zada. La exposicion prenatal al alcohol puede afectar al desarrollo fisico,
cognitivo y comportamental del nifio desarrollando SAF (19) o TEAF
(5). Entre las caracteristicas de esta afectacion destaca la reduccién en el
tamano y anomalias en la forma del cerebro, especificamente en estruc-
turas como el cerebelo, los ganglios basales y el cuerpo calloso, ademas
de una amplia gama de déficits neuropsicologicos que afectan al fun-
cionamiento visoespacial, el aprendizaje verbal y no verbal, la atencion
y las funciones ejecutivas (5).
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Desde 2007 se han relacionado los miARNs con los efectos terato-
génicos de la exposicion prenatal al alcohol. Sathyan, Golden y Miranda
(15) fueron los primeros en identificar que el alcohol tenia un efecto so-
bre el patron de expresion de diferentes miARNs. Identificaron cuatro
miARNs, miR-9, miR-21, miR-153 y miR-335, en las neuronas corticales
de embriones de raton cuya expresion resultaba inhibida tras la exposi-
cion prenatal al alcohol (15). Ademas, encontraron que estos miARNs
alterados estaban relacionados con el desarrollo del sistema nervioso: la
inhibicién de miR-21, por si solo, resultaba en apoptosis de las células
progenitoras neurales, mientras que la inhibiciéon de miR-335 resultaba
en proliferacion; de esta forma la supresion de ambos explicaba la re-
sistencia a la apoptosis que descrita en las células progenitoras neurales
expuestas al alcohol (15). Por primera vez, se demostrd que los miARNs
podian estar implicados en los efectos de la exposicion prenatal al alco-
hol, por lo que desde entonces se ha ampliado el conocimiento sobre el
papel de los miARNs en el TAEF.

En la actualidad, se han desarrollado muchas investigaciones con
diferentes modelos para intentar esclarecer el papel de los miARNs en
la exposicion prenatal al alcohol. En embriones de pez cebra se encon-
tré que la exposicion a 1y 1,5% de alcohol incrementa la expresion
de siete miARNs: miR-153a, miR-725, miR-30d, let-7k, miR-100, miR-
738 y miR-732 (20). En este caso, la expresion de miR-153 aumenta y,
por lo tanto, encuentran una mayor apoptosis, al contrario que en el
estudio de Sathyan et al,, (15). Estos resultados concuerdan con otros
estudios que relacionan las alteraciones de miR-153 con la apoptosis
(21,22). En ratones, la exposicion prenatal a alcohol produce modifi-
caciones de los niveles de expresion de miARNSs en el cerebro especi-
ficos para cada trimestre de embarazo y estos cambios persisten en la
adultez (23). Los miARNSs alterados durante la exposicion prenatal se
dirigen a genes relacionados con el desarrollo de TEAF. Asi, Pten (ob-
jetivo de mir-369-5p, mir-25 y mir-495) regula procesos de desarrollo
neuronal, formacion de sinapsis y plasticidad sinaptica (24), Nmant1
(objetivo de mir-1224, mir-431 y mir-743a) protege contra la dege-
neracion axonal (25), Slirk2 (objetivo de mir-17 y mir-200a) tiene un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las neuronas (26) y Otx2
(objetivo de mir-152) relacionado con los cambios permanentes en
el TEAF (27). Otros autores también encontraron que la exposicion
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prenatal al alcohol causa alteraciones en la expresion de miARNs en el
cerebro y que éstas se mantienen en la adultez (28). En concreto, se ha
descrito la alteracion de la expresion de 20 miARNs de los cuales 6 es-
tan implicados en los efectos a largo plazo encontrados en la adultez:
miR-146b, miR- 208b, miR-302c, miR-335, miR-449 y miR-455 (28).

Ademas, los miARNs pueden estar localizados en pequenas ve-
siculas extracelulares unidas a la membrana de la célula. Tseng et al,,
(29) analizaron estas vesiculas de células progenitoras neurales ex-
puestas a alcohol. Encontraron diferencias en los niveles de expresion
de 53 miARNs entre las vesiculas de aquellas expuestas al alcohol y las
controles siendo, miR-140-3p el mas significativamente sobreexpresa-
do (29). Esta sobreexpresion puede aumentar la proliferacion normal
de células progenitoras neurales, desencadenando una maduracion
astrocitica anormal que se ha asociado a la exposicion prenatal al al-
cohol (30) y en la aparicion de deformidades en la materia blanca
caracteristicas del TEAF (31).

Uno de los problemas del TEAF es que normalmente no se diag-
nostica o se diagnostica tarde si no se tiene conocimiento de que la
madre haya consumido alcohol durante el embarazo. Existen varios
estudios que han descrito patrones alterados de miARNs en plasma de
hembras y mujeres embarazadas. Estos hallazgos podrian servir para
identificar biomarcadores del consumo de alcohol en el embarazo y
de posibles alteraciones en el feto debido a la exposicion prenatal al
alcohol. Balaraman et al,, (32) con un modelo de “binge drinking” en
ovejas embarazadas, encontraron diferencias en el patron de miARNs
en plasma, tanto en las madres como en su descendencia expuestas
al alcohol. Observaron que la expresiéon de miR-9, miR-15b, miR-19b,
y miR-20a aumentaban en las madres mientras que disminuian en los
corderos expuestos al alcohol y ambos patrones eran diferentes de las
hembras embarazas y corderos no expuestos al alcohol32. En 2016,
los mismos autores identificaron 11 miARNs (miR-222-5p, miR-187-
5p, MmiR-299-3p, miR-491-3p, miR-885-3p, miR-518f-3p, miR-760, miR-
671-5p, miR-449a, miR-204-5p, miR-519-3p) elevados en el plasma de
mujeres embarazadas con una alta exposicion al alcohol (18). Junto
con el nivel socioeconémico y la historia de fumadoras, los niveles de
estos miARNs fueron capaces de predecir el grupo al que pertenecen
las embarazadas y su descendencia (alta exposicion con alta afecta-
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cion, exposicion sin afectacion, y no exposicion) (18). Otro grupo de
investigacion ha encontrado alteraciones en 55 miARNs el plasma de
mujeres embarazadas que han consumido alcohol durante el emba-
razo, de los cuales identificaron 10 como los mas importantes para
discriminar entre los dos grupos (miR-122, miR-126, miR-216b, miR-
221, miR-3119, miR-3942-5p, miR-4704-3p, miR-4743, miR-514b-5p, y
miR-602) (33). En conjunto, estos resultados muestran patrones de
expresion miARNs que pueden ser Utiles como biomarcadores del
consumo de alcohol en mujeres embarazadas e incluso identificar
alteraciones en su descendencia. Ademas, muchos de estos miARNs
estan implicados en el desarrollo normal del cerebro en el embarazo,
pudiendo servir también como diana terapéutica para favorecer un
desarrollo normal.

Aunque los efectos de la exposicion al alcohol durante el emba-
razo pueden ser permanentes hasta la vida adulta, hay estudios que
muestran que las alteraciones en miARNs pueden ser atenuadas o in-
cluso reversibles. La exposicion temprana al alcohol (de PD1 a PD4)
altera los patrones de expresion de miARN del hipocampo. Sin em-
bargo, la suplementacion con colina normaliza este patrén de miARN
en el hipocampo expuesto al alcohol (34). Esto concuerda con los re-
sultados de otros autores que encuentran que la suplementacion con
colina puede mejorar los efectos fisicos (35) y cognitivos de la expo-
sicion prenatal al alcohol en la adolescencia (36) y en la adultez (37).
Ademas, el enriquecimiento social (alojar ratas expuestas al alcohol
con ratas de control no manipuladas) puede revertir los déficits de
motivacion social observados en ratas adolescentes producidas por
la exposicion prenatal al alcohol (38). Los mismos autores mas tar-
de, encontraron que el enriquecimiento social, revertia la alteracion
de miARNs causada por la exposicion prenatal al alcohol en la amig-
dala y en el estriado ventral (39). En concreto, aproximadamente un
45% de los miARNs que se alteraron por la exposicion al alcohol en la
amigdala y estriado ventral, se revertian tras el enriquecimiento social
(39). Entre los miARNSs revertidos encontraron algunos involucrados
en la funcion sindptica y la sefializacion intracelular, asi como la regu-
lacion del ciclo celular y el desarrollo del cerebro, como, por ejemplo,
miR-222-3p que promueve la proliferacion de neuronas y miR-384-5p
un indicador de neurotoxicidad (39).





