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RESUMEN

El alcoholismo es, de todos sabido, un problema social grave y muy
extendido. El alcohol afecta varios puntos del organismo, pero es su
accién en el cerebro lo que decide la predisposicion a beber.
Determinar las interacciones entre elalcohol y sus dianas moleculares
en el cerebro y averiguar como esta interaccién puede influir en el
desarrollo de la adiccién son grandes retos de la investigacion sobre
el alcoholismo. Un trabajo publicado recientemente por un grupo de
cientificos de la Universidad de San Francisco, responde algunas de
estas cuestiones. Este grupo ha utilizado como modelo unos ratones
a los que por ingenieria genética se ha eliminado una proteina
importante del sistema nervioso. Los autores de este estudio reportan
gue los animales mutantes (animales carentes de la proteina) no sélo
presentan una mayor sensibilidad al alcohol, sino que, ademas, beben
espontdneamente menos que sus compafieros normales. Lo mas
fascinante es que los autores demuestran a nivel bioquimico la razon
de esta hipersensibilidad al alcohol. Y es esta correlacion entre
comportamiento y bioquimica lo que hace de éste un estudio
sumamente interesante, especialmente desde un punto de vista
terapéutico, para combatir posibles causas que predisponen al
alcoholismo.

ABSTRACT

Alcoholism is a critical, widespread problem. Alcohol affects several
places throughout the body, but its effect in the brain is responsible for
its addictive action. Determining the interactions between alcohol and
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its molecular targets within the brain, and investigating how this
interaction could induce the development of addiction are major
challenges in alcoholismresearch. Arecent paper publishedby a group
of scientists from the University of California, San Francisco (UCSF)
addresses some of these questions. This group has used a mouse
model where the mice have been genetically modified to eliminate an
important protein in the Central Nervous System. The authors have
reported that the mutant animals show greater sensitivity to alcohol
that their normal littermates. Interestingly, that observation can be
correlatedwithareducedethanol self-administration in the mutant mice
when compared with wild type mice. Most important, the authors
demonstrate at the biochemical level, the reason of this
hypersensitivity. It is precisely this correlation between behavior and
biochemistry what makes this paper enormously interesting from a
therapeutic point of view, since it opens new ways to fight possible
causes that might contribute to the development of alcoholism.

Un poco de Historia

Unade las herramientas maés Utiles que la Biologia Molecular ha aportado a la
Ciencia, es la creacion de ratones transgénicos y de ratones con una mutacion
nula o en unaexpresion més informal, "knockout'". La utilidad de obtener un
organismo con una modificacion anivel genético es enorme, y es, hasta ahora,
la Unica forma de observar €l efecto de una proteina, (0 su carencia) en €l
contexto del organismo entero, por ejemplo en comportamiento, o en el
desarrollo de enfermedades. En este articulo hablamosdeunosratonesalos que
por ingenieria genética se elimind un gen que codifica parala Proteina Quinasa
C (siglas PKC, del inglés Protein Kinase C). Este nombre genérico designaaun
grupo de proteinas importantes del sistema nervioso. Especificamente, este
articulo trata de un miembro de esta familia denominado PK Ce.

En el laboratorio del Dr. Robert Messing-Gallo Center, Universidad deCalifornia
San Francisco (UCSF)- han demostrado que PK Ce es mediador de algunos de
los efectos importantes que € acohol gerce en cdlulasnerviosas (Hundle et al.,
1995; Roivainen et al., 1995). Ademas, se ha observado que el alcohol puede
también modificar lalocalizacion (Gordon et al., 1997) y los niveles o cantidad
dePKCg (Messing et al., 1991). Sin embargo, estos efectos eran observados en
células, en frascos de cultivo. ¢Cual seriael efecto del alcohol en unindividuo s
estaproteina, PK Cg estdausente? Estaes, sin duda, unametaimportantisimaen
ciencia: laevaluacion del efecto de unamutacion en e contexto del organismo
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ensutotalidad. Y asi, en el laboratorio del Dr. Messing, secred un raton mutante
que carece de PKCg.

¢Como se comporta el mutante (o ratén carente) de PKCQ?

Este ratébn mutante presenta un comportamiento muy interesante. Las primeras
observaciones del comportamiento de estos ratones fueron hechas en el
laboratorio del Dr. ClydeHodge (Gallo Center, UCSF). En su grupo observaron
gue dando alos ratones la opcion entre agua sola, y alcohol, € ratén al que le
fata la PKCQ bebe significativamente menos alcohol que sus comparieros
normales. (Los ratones normales también son llamados en la jerga cientifica
ratones de "tipo slvestre’). En otras palabras, se autoadministra menos, su
preferencia hacia esta droga esta di sminuida respecto alos ratones normales.

Un fenotipo verdaderamente intrigante. Y, ¢por qué?, ¢cual es la
razén de esta diferencia?

En primer lugar habia que comprobar que este comportamiento distinto no era
debido adiferenciasen el "paladar” deestoscuriososanimales. Paraaveriguarlo,
en €l laboratorio del Dr. Hodge se les someti6 a diversas pruebas para medir su
sentido del gusto; por sabores dulces (con azlicar) o por sabores amargos (con
quinina). En estas pruebas los ratones sin la PKCQ no demostraron ninguna
diferencia con respecto a los normales. Esto significa que € fenotipo de los
ratones carentes de PK Cg, esreal mente interesante, puesto que el hecho deque
tengan una reducidapreferencia hacia el alcohol, se debe con toda probabilidad
a efecto que el alcohol gerce sobre estos animales, no a su sabor.

Lafase siguiente eraaveriguar cudl es €l efecto del alcohol en ratones mutantes
y normal es. Paraello seinyectaronidénticascantidades en ambos. L osresultados
fueron muy intrigantes; los animales que carecen de la PKCQ demostraron ser
mas sensibles alos efectos del alcohol, en todas lasdosis administradas. A bajas
dosis el alcohol provocaeuforia, que en ratones se traduce en unahiperactividad
locomotora(se mueven mas). A atasdosis el alcohol es sedativo, produce suefio.
Paramedir los efectos sedativosde unadrogaen ratones, € ensayo mas utilizado
es el de Pérdida del Reflgjo de Incorporacion. Este reflgo consiste en que,
cuando losratones son col ocados boca arriba, como movimiento reflgjo ellos se
vuelven de nuevo sobre las cuatro patas (aln cuando no estén completamente
despiertos). Si estan totalmente sedados, pierden esereflgjo, y permanecen boca
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arriba. Cuanto mas dura ese estado de Pérdida del Reflejo de Incorporacion se
infierequemés potente esladrogaadministrada. Con esta pruebase observé que
en los ratones carentes de PKC(g altas dosis de alcohol provocan un estado de
Pérdida de Incorporacién mucho mas largo que en los normales.

Estas observaciones demuestran que la carencia de esta enzima (PKCQ)
predispone a una mayor sensibilidad a los efectos del alcohol, y esto se
correlaciona con una menor preferencia por beberlo.

Para eliminar la posibilidad de que estos animales tuvieran un problema en
metabolizar el alcohol se midié laconcentracion de alcohol quetienen en sangre
después de inyectarlos. La concentracion de alcohol en la sangre a distintos
tiempos posteriores a lainyeccion no diferia entre los dos genotipos (normal y
mutante). Con esta observacion se deduce que €l efecto distinto que el alcohol
gjerce en estos animales esta mediado, con toda probabilidad, por sus sitios de
accion en € cerebro. Esto los hace un modelo ideal para estudiar las bases
moleculares de los efectos del alcohol en e sistemanervioso central.

Investigando el sitio de accidn del alcohol en el cerebro

El etanol es una pequefia molécula que no se digiere en € estdbmago, con lo que
pasaalasangre directamente. La cantidad que no es metabolizadapor el higado
es capaz detraspasar facilmente labarreraque protege al cerebro - laque evitael
paso demuchos compuestos extrafios-, ofreciendo asi ciertaproteccionanuestro
centro neural. Una vez en €l cerebro € etanol tiene muchos sitos de accion
(Deitrichetd., 1989), pudiendo afectar diversas moléculas, muchasdelascuaes
son receptoresen lasmembranas de las células nerviosas. Lamolécula de etanol
puede afectar varios de estos receptores. Uno de ellos, muy estudiado en este
respecto, es el receptor del neurotransmisor GABA. En particular, es muy
importanteel efectodel al cohol sobre un subtipo deestosreceptoresdenominado
tipo A, (GABAA.). Lafuncion primordia de este receptor es la de inhibir la
excitacion de las células nerviosas. Por €ello, drogas que activan la funcién de
GABAA pueden g ercer efectos sedativos (anestési cos, como €l mismo alcohol).
Por otra parte, drogas o toxinas que inhiben la funcion de este receptor pueden
provocar convulsiones, debido a una excesiva actividad nerviosa.

Volviendo a nuestro ratdon mutante, el Dr. Hodge y su grupo decidieron probar
distintos agentes quimicos que son conocidos por afectar especificamente alos
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receptores de GABAA. En particular, probaron tres de ellos: Muscimol (que
provienedel hongo Muscimaamanita); Diazepam (unabenzodiazepi naconocida
en e mercado como Valium) y Pentobarbital (un barbitarico). Muscimol seune
al receptor GABAA en el mismo sitio queel neurotransmisor GABA, actuando
delamismamanera. Las otras dos moléculas se unen a receptor de GABAA en
lugaresdistintosal que ligan GABA o Muscimol. Como resultado de estaunion
estas moléculas aumentan la accion de GABA o Muscimol sobre el receptor
(Fig.1). Por tanto, selesllamamodul adores positivosdel receptor. Se debe notar
gue sblo tienen efecto st GABA (o Muscimol) esta presente. Estos compuestos
quimicos son utilizados como anestésicosy tranquilizantes.

De la misma forma que e alcohol tiene efectos de euforia o sedacion
dependiendo deladosis administrada, estasdrogastienen propiedadessimilares.
Cuando distintas concentraciones de Muscimol fueron administradas a estos
animalesy se midio su actividad locomotora, no se observé ninguna diferencia
ente los ratones carentes de PKCg y los normales. Sin embargo, cuando se
administro diazepam o pentobarbital €l ef ecto sedativo de estasdrogasresultd ser
significativamente mas potente en losmutantes carentes de PK Cg. Tal resultado
coincidia con € obtenido a tratar los animales con alcohol. Este fue un
descubrimiento fascinante. Estosinvestigadores habian creado un raton mutante
gue presentaba una hipersensibilidad al etanol y a otros agentes quimicos
especificos de los receptores de GABAA. Estos ratones podian representar un
modelo muy til alahorade disefiar estrategias paratratar €l alcoholismo. Para
ello habia que averiguar, a nivel molecular, a qué se debian estas diferencias
observadas en el comportamiento.

¢A qué se debe la distinta sensibilidad de estos animales en
respuesta a estas drogas?

El siguiente paso eraaveriguar quéocurreanivel molecular con los receptores de
GABA. Para esto, decidimos medir especificamente la actividad de estos
receptores, intentando descubrir diferencias entre ratones mutantes y normales.
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¢Como se puede medir especificamente lafuncion del receptor de GABA, tipo
A?. El receptor de GABA esun cana deionesde Cloro que se activaal unirseel
ligando (GABA). Al activarse, €l canal se abre, haciendo entrar ionesde Cloro a
interior delacélula (Fig.1).
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Figura 1. En este esquema se representa un receptor de GABA detipo A. A; Cerrado. B; En
presenciade ligando GABA, €l cana deiones seabre, dgjando entrar Cl- a interior de lacélula
C; Cuando ademas de GABA hay otros modul adores positivosqueseunen a receptor, laentrada
deiones Cl- esmayor

Por tanto, si conseguimos medir la cantidad de Cloro que entra por ese canal
estamos midiendo la actividad de dicho receptor. Este ensayo se denomina
Medidadel Flujo deCloro. El primer [aboratorio en poner a punto este ensayo
fue el del Dr. Adron Harris, en Texas (Allan & Harris, 1987; Allan et a., 1988).
En laFigura?2 se esquematizaestatécnica. Partiendo de un lisado (unamasade
tgjido cuyas células han sido destruidas) de tejido cerebral, las membranas
celularestienden acircularizarse, formandolo quellamamos”microsacos'. Estos
microsacos tendran, obviamente, receptores de GABA en su membrana.
Incubando esta preparacion con un exceso de iones de Cloro radioactivo y
Muscimol, se abrird el canal y el Cloro entrara alos microsacos. Después de
filtrar esta preparacion, se lava el exceso de Cloro, y, finamente, se mide la
radioactividad incorporada en los microsacos que han sido separados del resto
del tejido por filtraciéon. Esta radioactividad ser4 una medida directa de la
actividad del receptor presente en |os microsacos.
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A |'f;j!‘} Figura 2. Esquemadelatécnicadeflujo de Cloro.
e 3 1.- Lisado detejido cerebral. Las membranas son
) l';) lisadas sin detergentes.
WA 2.- Incubacion en hielo
4 3.- Las membranas se recirculan espontaneamente
4.- Incubacioncon Cloro radiactivo, en presenciade
l ligandos que abriran € receptor GABA.
5.- Las membranas se filtran, lavando asi toda

radioactividad que no entré en |os microsacos.

6.- Finalmentemedimoslaradiactividad retenidaen

el filtro. Cuanto més activo es el receptor de
5 GABAA mas radioactividad detectaremos.

Un receptor muy sensible

En laFigura3 se expresa gréficamente la cantidad de Cloro que queda retenida
en los microsacos mutantes (diamantes) y en ladelos normales (cuadrados) en
respuesta a distintas dosis de Muscimol. Como se ve, las lineas coinciden,
indicando que la actividad de | os receptores no difiere entre ambos.

Sin embargo, si ailadimos alcohol o flunitrazepam (una benzodiazepina) al
Muscimol lacantidad de cloro retenidaen |losmicrosacosprocedentesderatones
mutantes es mucho mayor que en los microsacos de ratones normales. Esto
indica que € receptor "mutante” es mucho més sensible a ser activado por
alcohol y flunitrazepam (Fig. 4).
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Figura 4 . Laentrada de cloro en los microsacos procedentes de ratones mutantes (rojo) es
significativamente mayor que en los normales (azul), cuando se afiade alcohol o flunitrazepan

alapreparacion.

Estos resultados se correlacionan perfectamente con | os obtenidos estudiando
el comportamiento del animal. El muscimol solo no produjo efectos diferentes
en losratones mutantes respecto alos detipo silvestre; tampoco laactividad del
receptor de GABAA es diferente en respuesta al Muscimol. Sin embargo,
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cuando inyectamos ciertos sedativos (Valium y alcohol) € raton mutante es
hipersensible y duerme mucho mas tiempo, y al mismo tiempo sus receptores
GABAA son hiperactivos en respuesta a estas drogas.

Finalmente, habia que comprobar que estas diferencias en la respuesta del
receptor de GABAA no eran debidas aun problemadurante el crecimiento del
raton (hay que tener en cuenta que un ratdbn con una mutacion nula, o
transgéni co, presenta el defecto desdelaprimeradivisiéncelular, y, por lo tanto,
durante todo € desarrollo desde € embridn). Para ello, repetimos el mismo
ensayo de entrada de Cloro radioactivo, pero esta vez afiadiendo en la
preparaci on un inhibidor absol utamenteespecificodePK Cg (un generosoregalo
delaDra. DariaMochly-Rosen; Johnson et d., 1996). El resultado, expresado
en laFig.5, demuestraqueel inhibidor tieneel mismo efecto quelafaltaabsoluta
de la proteina, es decir, aumenta la entrada de Cloro a los microsacos -
exactamentelo que ocurriaen los microsacos procedentes deratones mutantes-
. Asi, quedd sblidamente demostrado que las diferencias en las respuestas de
los receptores de GABAA se debia Unicamente alafalta de PKCg.

300+
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Sap Inhibidor Scr Control Inhibidor

] ]
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(=] (=]
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Cl radioactivo
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Figura 5. Enazul serepresentalarespuestadelos microsacosderatdén normal, C ese control,
Sap, esel agente que permeabilizal osmicrosacos, (como seveno tieneningunefecto), Inhibidor
es el agente que especificamente inhibe la PKCg. Como se ve, la entrada de Cloro aumenta
considerablemente, aun nivel comparable alos microsacos de ratbn mutante (en rojo)

Conclusiéon

L asrepercusiones deeste descubrimiento son interesantesy muy prometedoras
desde €l punto de vista de disefiar tratamientos contrael alcoholismo. He aqui
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un animal que, careciendo de una proteina, es practicamente normal, pero,
presentaunacaracteristicaparticular hacia el alcohol: bebe menos. Este animal
abreunanuevaviadeinvestigacidn contrael al coholismo, puesto quedemuestra
gue una alteracion molecular, puede modificar drasticamente el
comportamiento. Estasinvestigacionespueden desarrollarseparadar lugar aun
tratamiento que reduzca la propensién a beber y, consecuentemente, el
alcoholismo.

El alcoholismo se desarrolla por diversas causas, y lainvestigacion al respecto
esta avanzando rapidamente, pero aln gueda mucho camino por recorrer. En
estos momentos no se pueden establecer las causas moleculares del
a coholismo, y posiblemente no hay pocas, sinocientos. Esteestudio representa
un pequerio aporte en este camino, una posible via o0 mecanismo, que puede
ayudar a una poblacion importante de individuos. Como en muchas terapias
existentesen laactualidad contradiversas enfermedades, no existe unapanacea,
porgue no sdlo hay diversos caminos hioldgicos, también hay muchas
diferencias entre individuos. En particular, este trabgjo estudia la correlacion
entre sensibilidad haciaunadrogay laautoadministraciéndelamisma. Modular
laPKCg puedeayudar aun individuo abeber menos, porque siente los efectos
del alcohol antes. En el proceso de la adiccion hay varios pasos. Al principio se
bebe porgue el alcohol tiene ciertos efectos placenteros. Si la exposiciéon ala
drogaes continuaday ladosis es alta, hay consiguientes cambios moleculares
en el cerebro que determinan el estado dependiente o de adiccidn. Adiccion,
entre otras caracteristicas, se define por el sindrome de abstinencia. Si un
individuo bebe voluntariamente menos (porque nota los efectos antes, 0 mas
intensamente), €l resultado es que la dosis de droga que ingiere es menor, por
tanto el proceso haciala adiccion aminora. Este factor puedeayudar, y por €lo
puede utilizarse como terapia contrala adiccion.

En el mercado existen algunos tratamientos, contra el alcoholismo, como la
Naltrexona. El mecanismo de accién de la misma implica una reduccién del
efectoplacentero del a cohol, y como consecuenciael individuo bebemenos. No
es unasolucion definitivaal problema, pero puede ayudar. Todas estasterapias
sonimportantes, y en conjunto pueden ayudar alapoblacionareducir laingesta
de alcohol, y posiblemente la adiccion.
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Puntos de interés

- Neurocienciaen lalnternet (Neuroscience on the Internet):
http://www.neuroguide.com/

- Instituto Nacional del abuso de drogasy alcohol -Universidad de California
en San Francisco (University of California San Francisco):
http://www.ucsf.edu/

- Centro parala Neurobiologia de la Adiccion (Center for the Neurobiology
of Addiction): http://www.ucsf.edu/~cnba/

- Bibliotecavirtual de Neurociencia (World Wide Web Virtua Library:
Neuroscience): http://neuro.med.cornell.edu/\VVL/

- Centro para el estudio del alcoholismo Ernest Gallo (Ernest Gallo Clinic and
Research Center): http://gallo.ucsf.edu/

Glosario

Transgénico: animal a que, por ingenieriagenética, sele haafadido asu
genoma un gen foraneo. Todasy cada una de las células de este animal
creado por ingenieria genética expresaran la proteinade interés. Un animal
con una mutacién nula, o knockout, es un animal en el que se ha eliminado
un gen o una parte crucial paralaexpresion funcional de un gen. El resultado
es lafalta absoluta de una proteina particular en €l animal entero. Joyner
(1995) es un libro préctico donde se explican las técnicas para crear ratones
transgénicos y mutantes.

Proteinas Quinasa C (PK C): Enzima que fosforila (es decir afiaden un
grupo fosfato) a otras proteinas en aminoécidos particulares (serinas o
treoninas). Esta modificacion resulta en unamodulacion en laactividad de la
proteina que es fosforilada. Dentro de esta nomenclatura general, PKC, se
agrupan 11 variantes o isoformas. Los miembros dentro de lafamiliade

PK Cs son denominados por letras griegas (a, b, d, e, g, ... y todas reconocen
y fosforilan la misma secuenciaen la proteina sustrato. Previamente selas
consideraba atodas en su conjunto, como si fuesen unamismaenzima. Sin
embargo, €l avance de estudios genéticos esta demostrando que las diversas
PK Cs presentan importantes diferencias en su regulacion, expresion y
funcionamiento (como, déndey cudl es su accion). Un buen articulo revision
sobre ellas es (Tanaka & Nishizuka, 1994).
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Fenotipo: término que designa la apariencia o0 comportamiento de un
individuo en un ambiente dado con respecto a una caracteristica heredada.

Genotipo: la constitucion genética de este individuo.

Receptores: proteinas de diversa estructuray complejidad que, con algunas
excepciones, residen en lamembrana celular. Estas proteinastienen
dominios (partes) fuera de la célula, dominios transmembranay dominios
dentro de lacélula, de forma que pueden "sentir" cambios en €l exterior y
comunicarlos al interior. En las células nerviosas hay muchos tipos de
receptores que 'reciben’ distintos tipos de moléculas (ligandos o agonistas),
entre los cuales se encuentran |os receptores de los neurotransmisores. Una
vez se ha producido la union entre el agonista (por €., un neurotransmisor) y
el receptor, se desencadenaran una serie de cambios bioguimicos y/o fisicos
gue dan lugar alos compl e os mecanismos de funcionamiento de las células
nerviosas.

GABA: amino&cido modificado y cuyas letras en inglés significan
gamma-amino butiric acid (&cido gamma-amino butirico). Es sintetizado en
las células nerviosas a partir de otro aminoécido (&cido Glutdmico). Las
neuronas que sintetizan GABA |0 secretan al espacio entre neuronasy alli
podra acceder y unirse areceptores (receptores de GABA) presentesen las
membranas de células neuronales vecinas. Asi pues es un neurotransmisor,
porque transmite sefial es entre neuronas.
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