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Resumen del proyecto

Esta establecido que el alcohol es una droga, pero ademas es un téxico celular y un teratégeno ya que
su consumo durante la gestacion puede causar malformaciones fetales y en el desarrollo y Sindrome
Alcoholico Fetal (SAF). Aunque el feto es sensible a los efectos toxicos del etanol durante todo su desarrollo,
estudios clinicos y experimentales han demostrado que uno de los periodos criticos mas relevantes para la
aparicion de las malformaciones faciales que se observan en el SAF y de retraso mental en el nifio es la fase de
embriogénesis, que tiene lugar en humanos durante los primeros meses de gestacion. EI mecanismo celular y
molecular del efecto del etanol sobre esta fase inicial del desarrollo del sistema nervioso central se desconoce.

Utilizando un modelo experimental en la rata desarrollado en nuestro laboratorio y que reproduce las
alteraciones del Sindrome Alcoholico fetal (SAF), hemos demostrado que la exposicion al etanol durante la
embriogénesis altera, in vivo y en cultivo primario, a la glia radial (GR), su posterior transformacion en
astrocitos, induciendo deficiencias en el desarrollo y funcion de la astroglia. Hallazgos recientes demuestran
que la GR es una célula troncal (célula madre neural) con capacidad de generar neuronas y astrocitos. En base
al nuevo papel de la GR, la hipdtesis que planteamos es que “alteraciones en la GR inducidas por la
exposicién in Gtero al etanol van a afectar su potencial de célula troncal, conduciendo a una reduccién en el
nimero de neuronas y astrocitos que se generan y a un disminucion en el tamafio cerebral”. Estas
alteraciones pueden subyacer a la disminucidn en la neurogénesis y astrogliogénesis asi como a una reduccion
en el tamafio cerebral que se observa en nifios con SAF.

Para abordar esta hipotesis utilizaremos células troncales o células madre humanas y de rata.

1) RATA: se utilizaran embriones procedentes de ratas de madre alcohodlica y cultivos de GR aislada de
embriones de 12 dias control y expuestos al etanol, pretendemos analizar: a) si la GR en cultivo es
capaz de generar neuronas y astrocitos y evaluar si la exposicién in Gtero al etanol afecta su potencial
para dar lugar a estos tipos celulares; b) el efecto del etanol sobre el nimero de células troncales,
mediante la utilizacion de andlisis clonal; c) si la exposicion al etanol altera la proliferacion y/o
supervivencia de la GR (células nestina+), mediante la incorporacion de BrdU y TUNEL a embriones
de 12 dias y a GR en cultivo; d) si el etanol modifica determinadas sefiales y/o vias de transduccién
implicadas en la transformacién de GR a astrocitos o a neuronas; €) finalmente, si se confirmara la
hipétesis, pretendemos analizar si la adicion de diferentes factores de crecimiento, tales como FGF,
EGF, BDNF, CTNF, a cultivos de GR expuesta al etanol, pueden restaurar la capacidad de generar
neuronas y astrocitos.

2) Efecto del etanol sobre la diferenciacion de células embrionarias troncales humanas (hESC) a células
neurales. Pretendemos abordar el efecto del etanol sobre la diferenciacion in vitro de precursores
neurales a partir de hESC. El etanol se afiadird a dosis muy bajas y a diferentes concentraciones (1-25
mM) en el medio de cultivo y se analizaran los progenitores neurales mediante la expresion de nestina
(glia radial), Tuj-1, MAP-2 (neuronas), GFAP (astrocitos), utilizando técnicas de
inmunofluorescencia, Western Blotting y RT-PCR, a los diferentes estadios de la diferenciacion.
Durante estos estadios se analizara el efecto del etanol sobre las vias de sefializacion Notch 1/FGFR2,
LIF/ERK y BLBP asi como la expresion de noggin y PAX-6. Estos datos nos permitiran contestar a
que dosis el alcohol afecta las células neurales troncales, su diferenciacion y su supervivencia asi
como evaluar la reversion de estos efectos mediante el uso de factores tréficos y péptidos.



