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Laburpena

Alkohola mundu mailan gehien kontsumitzen den substantzia psikoaktiboa da, eta nerabezaroan
kontsumitzeak garuneko ondorio larri eta iraunkorrak eragin ditzake, bereziki hipokanpoan. Alkoholak
neuronak komunikatzeko erabiltzen duten sistema endokannabinoidea kaltetzen du, bereziki sistema
horretako garuneko hartzailerik garrantzitsuena, CBla. Omega-3 gantz-azidoek neuronen arteko
komunikazioa eta sistema endokannabinoidearen funtzioa hobetu ditzakete. Ikerketa honetan,
nerabezaroko alkohol kontsumoaren ondorioak aztertu dira hipokanpoko CB1 hartzailean, eta ostean
omega-3an aberastutako dietaren eragina ebaluatu da. Emaitzek frogatu dute omega-3ek alkoholak
eragindako kalteak apaltzeko gaitasuna dutela, eta horrek terapia ez farmakologiko gisa duen potentziala
azpimarratzen du.

Hitz gakoak: Nerabezaroa, Alkohola, Omega-3 gantz-azidoak, Sistema endokannabinoidea,
Hipokanpoa, CB1 hartzailea

Abstract

Alcohol is the most widely consumed psychoactive substance, and its abuse during adolescence can
have severe and long-lasting effects on the brain, particularly in the hippocampus. Alcohol disrupts the
endocannabinoid system, which neurons use for communication, especially the cannabinoid CB1
receptor. Omega-3 fatty acids enhance neuronal communication and support the function of the
endocannabinoid system. This study examines the effects of adolescent alcohol intake on hippocampal
CBL1 receptors and assesses the potential benefits of an omega-3-enriched diet. The results suggest that
omega-3 fatty acids may help mitigate alcohol-induced damage, emphasizing their potential as a non-
pharmacological therapeutic approach.

Keywords: Adolescence, Alcohol, Omega-3 fatty acids, Endocannabinoid system, Hippocampus, CB1
receptor

1. Sarrera eta motibazioa

Alkohola mundu mailan gehien kontsumitzen den substantzia psikoaktiboa da, eta, aldi berean, osasun
publikoaren erronka handia. Munduko Osasun Erakundeak argitaratutako datuen arabera, 2019an, 15
urte baino gehiagoko populazioaren % 43,8ak alkohola edaten zuen, eta % 7k alkohol kontsumoarekin
erlazionatutako nahasmenduak zituen. Hori gutxi balitz, 2019an alkoholak munduko heriotza guztien %
4,7a eragin zituen, eta eragina handiagoa izan zen gazteengan (Munduko Osasun Erakundea, 2024).

Euskal Autonomia Erkidegoari dagokionez, 2023an 15 urtetik gorakoen % 43,4ak alkohola
kontsumitzen zuen astebururo, gizonezkoetan (% 50,3) emakumezkoetan baino ohikoagoa izanda.
Gainera, alkohol kontsumoa 16,7 urterekin hasten da batez beste (Eusko Jaurlaritzako Osasun Saila,
2024), hau da, nerabezaroan. Nerabezaroa hazkuntza garaia denez, alkoholak ondorio bereziki larriak
eta iraunkorrak izan ditzake, bai maila fisikoan, emozionalean zein portaeran ere bai (Munduko Osasun
Erakundea, 2024). Ikerketek frogatu dute nerabezaroko alkohol kontsumoak garuneko kalteak eragiten
dituela, batez ere hipokanpoan, ikasketa- eta oroimen-prozesuetan funtsezko rola duen eskualdea hain
zuzen ere. Garuneko zelula-heriotza handiagotzeaz gain, neuronen sorkuntzaren murrizketa eragiten du
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eta neuronen arteko komunikazioa ahalbidetzen duten sistemetan kalteak eragiten ditu (Crews et al.,
2016; Drissi et al., 2019).

Endokannabinoide-sistema horietako bat da, eta neuronen arteko komunikazioan zein nerbio sistema
zentralaren garapenean funtsezko papera du. Sistema hori kannabinoide-hartzailez (CB1 hartzailea
nagusia izanik), hartzaile horietara lotzen diren molekulaz (endokannabinoideak) eta horiek ekoiztu eta
degradatzen dituzten entzimaz osatuta dago (Lu & Mackie, 2020). Ikerketek erakutsi dute alkohol
gehiegikeriak sistema hori kaltetzen duela, eta nerabezaroko alkohol kontsumoak CB1 hartzaile mailak
eta funtzionaltasuna narriatzen dituela frogatu da, ikerketa basiko (Pefiasco et al., 2020) zein klinikoetan
(Hirvonen et al., 2013; Vinod et al., 2010).

Bestalde, omega-3 gantz-azido asegabeak garunean kantitate handitan agertzen dira eta ondorioz, bere
garapenean eta osasunean eragin handia dute. Horrez gain, zelula-mintzen osagai garrantzitsuak direnez,
neuronen arteko komunikazioan eta mintzari lotutako hartzaile, ioi-kanal eta entzimen aktibitatean
eragiten dute (Gil Hernandez, 2017). Horren harira, omega-3ek endokannabinoide-sisteman eragina
dutela frogatu izan da. Zehazki, omega-3etan aberastutako dieta batek CB1 hartzaile mailak igotzen ditu
eta neuronen sorkuntza bultzatzen du aipatutako neuromodulazio sistema baliatuta (Dyall et al., 2016;
Pan et al., 2011).

2. Arloko egoera eta ikerketaren helburuak

Alkoholaren eta omega-3en arteko erlazio estua frogatu da. Alde batetik, alkoholak omega-3
mailak jaitsarazten ditu garunean (Tajuddin et al., 2014). Bestalde, omega-3ek jaio aurreko
alkohol esposizioaren ondorioz kaltetutako hipokanpoko neuronen arteko komunikazioa
berreskuratzen du (Patten, Sickmann, et al., 2013). Horrez gain, garuneko hainbat eskualdetan
alkoholak eragindako CB1 espresioaren jaitsiera berreskuratzen dute (Martin-Llorente et al.,
2023) eta hipokanpoko neuronen CBlaren bidezko komunikazioan eragiten dute, oroimen
prozesuetan inpaktua daukana (Serrano et al., 2023).

Omega-3 gantz azidoen bidez onura ugari frogatu diren arren, nerabezaroan alkohol esposizioak
eragindako kalteak arintzeko osagarri apropos gisa duten erabilgarritasuna aztertzeke dago.
Horrexegatik, ikerketa honen helburu nagusia nerabezaroko alkohol kontsumoak hipokanpoko
CB1 hartzailean eragiten dituen kalteak aztertzea eta horiek berreskuratzeko omega-3 gantz-
azidoetan aberastutako dietaren rola ikertzea da.

3. Ikerketaren muina

Ikerlanaren helburuak aztertzeko, 4 astetako C57BL/6J ar saguak nerabezaroan zehar alkohol/ur edateko
ilunpeko protokoloan barneratu ziren. Protokolo horretan, 4 astetan zehar (jaio osteko 32- 56 egunen

artean) lehenengo hiru egunetan
1. irudia Diseinu esperimentala: Nerabezaroko lau astetan zehar, lau bi orduz eta laugarrenean lau
egunez astean, urarekiko edo alkoholarekiko esposizioa jarraitu zuten eta  orduz ura (H20 taldea) edo

ondoren, saguen erdiari omega-3an aberastutako dieta ezarri zitzaien. alkohola % 20an (EtOH taldea)
Nerabezaroa Helduaroa 3 - vail _

OMEGA-3 & Ipintzen Zitzaien kaiolan.

R ifemsc ok 56 : 73 gan  Ondoren, helduaroan (jaio osteko

o 57-73 egunen artean), animalien

erdiari omega-3an aberastutako dieta eman zitzaien (n-3-H20 eta n-3-EtOH taldeak) (1. irudia).

Jaio osteko 73. egunean, animaliak anestesiatu eta garunak fixatu ziren bihotz zeharreko perfusioaren
bidez, mikroskopia bidezko analisiak egiteko. Ondoren, garuna bibratomoan moztu zen, 45 pm
lodierako koroa-ebaketak lortuz. Talde esperimental bakoitzeko 3 animalien garun-ebaketak
immunohistokimika metodoak erabiliz tindatu ziren.
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Immunohistokimika teknika ezberdinak erabili daitezke behaketarako erabiliko den mikroskopioaren
arabera, baina, funtsean, ebaketak aztertu nahi den proteinaren kontrako antigorputz primario batekin
inkubatzen dira; kasu honetan, CB1 hartzailearen kontrako antigorputzarekin. Ondoren, ebaketak
antigorputz primario hori ezagutzen duen antigorputz sekundarioarekin kontaktuan jartzen dira eta
metodo ezberdinen bidez antigorputz horien seinalea handitzen da, mikroskopioan ikusgarria izan dadin.
Azkenik, mikroskopio optikorako laginen kasuan deshidratatu eta portetan muntatu egiten dira
behatzeko. Mikroskopio elektronikorako laginen kasuan, erretxinan murgildu, ultramikrotomoan ebaki
eta kontrastatu egiten dira behaketa egin ahal izateko.

Ikerketa honetan, laginen behaketa mikroskopio optikoan eta elektronikoan egin zen hipokanpoko bi
eskualde ezberdinetan: hortz-bihurgunean eta CAlean (2. irudia). Mikroskopia optikoaren bidez CB1
hartzailearen dentsitate optikoa analizatu zen, eta mikroskopia elektronikoaren bidez, aldiz, CBlaren
banaketa bi neurona motetan, kitzikatzaile eta inhibitzaileetan hain zuzen ere.

2. irudia Mikroskopia optikoan eta elektronikoan egindako CB1 hartzailearen behaketa lau talde esperimentalen
(H20, EtOH, n-3-EtOH eta n-3-H20) hipokanpoko bi zonaldeetan: hortz-bihurgunea (DG) eta CA1. Mikroskopia
optikoan: 2,5X handipeneko hipokanpoko irudiak. Eskala barra= 500 uzm. Mikroskopia elektronikoan: CB1
hartzailea dendritekin (markaketa urdina) konekzioak sortzen dituzten neurona kitzikatzaileen (markaketa berdea)
eta inhibitzaileen (markaketa gorria) bukaeretan agertzen da. Eskala barra= 0,2 um. Iturria: Serrano, M. (2024).
Omega-3 gantz-azidoen eragina nerabezaroko botiloi ohiturak kaltetutako sagu ar helduen garuneko sistema
endokannabinoidean (Doktorego-tesia). Euskal Herriko Unibertsitatea.

MIKROSKOPIA OPTIKOA MIKROSKOPIA ELEKTRONIKOA
DG H20 EtOH CA1 H20 EtOH
. A ] [ ey ;

]/(;’_.\ \ . l“

¥

N-3-EtOH =

3.1 CB1 hartzailearen ezberdintasunak hipokanpoko bi zonaldeen artean

CB1 hartzailearen analisia hipokanpoko bi zonaldetan egin zenez, H20 talde esperimentalean lortutako
emaitzen alderaketa egin zen, CBlaren espresioa eta distribuzioa zonaldearekiko espezifikoa zen
analizatzeko. Hain zuzen ere, mikroskopia optikoaren bidez egindako analisiek aditzera eman zuten
CAlean CBlaren dentsitate optikoa hortz-bihurgunean baino baxuagoa zela (3A irudia). Ildo beretik,
mikroskopia elektronikoaren bidezko behaketek CAleko CB1 hartzailea zuten neurona kitzikaileen
ehunekoa murriztuta zegoela frogatu zuten. Neurona inhibitzaileen kasuan, CB1 hartzailearen
distribuzioa antzekoa izan zen bi eskualdeetan, eta CB1 hartzailearen dentsitateari dagokionez, ez zen
ezberdintasunik frogatu ez neurona kitzikatzaile ezta inhibitzaileetan ere (3B eta 3C irudia).
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3. irudia H20 taldeko CB1 hartzailearen alderaketa hipokanpoko hortz-bihurgunearen (DG) eta CAlaren artean
mikroskopia optikoan eta elektronikoan. A. H20 saguen CBlhartzailearen dentsitate optikoa (DG: 100 £ 1,9;
CA1: 70 £ 7,5; ****p<0,0001). Datu guztiak batezbestekoa + SEM moduan adierazten dira. Analisiarentzat test
ez-bateratua erabili ziren. B. CB1la duten neurona kitzikatzaileen (DG: 23 + 2,5; CA1: 7 £ 0,6, ****p<0,0001) eta
inhibitzaileen (DG: 92 + 2.4; CAL: 93 + 1.5) ehunekoa. C. CBI dentsitatea (partikula/um) bukaera kitzikatzaile
(DG: 0.8 £ 0.0; CA1: 0.9 £ 0.0) eta inhibitzaileetan (DG: 6.2 = 0.3; CAl: 6.5 £ 0.2). Datu guztiak batezbestekoa
+ SEM moduan adierazten dira. Faktore anizkoitzeko Kruskal-Wallis test ez-parametrikoa erabili zen.

MIKROSKOPIA OPTIKOA MIKROSKOPIA ELEKTRONIKOA
AT 100+ 8-
A S 120 B 3 = €
= Aok gk &
2 === 80 3 2
=100 & 2 6 2
s s 60 =
] + b}
£ g0 & s 4
I O 404 “
g { kK S
T 60 0| @ T
3 )
= ® &] (2] °
= 0 T T T T 0 T T T T
o 0 | T DG CAl DG CAl DG CAl DG CAl
DG CAl Kitzikatzaile Inhibitzaile Kitzikatzaile Inhibitzaile

3.2 CB1 hartzailea hipokanpoko hortz-bihurgunean

Hortz-bihurguneko CBlaren dentsitate optikoaren analisiari dagokionez ez zen ezberdintasun
esanguratsurik frogatu 4 talde esperimentalen artean. Izan ere, kontrol taldearen dentsitate optikoa %
100era normalizatu zen eta horren arabera, EtOH taldeak % 93ko dentsitatea erakutsi zuen, n-3-EtOH
taldeak % 96koa eta n-3-H20 taldeak % 95ekoa (4A irudia). Beraz, esan daiteke hipokanpoko hortz-
bihurgunean CB1 hartzailearen mailan ez dagoela aldaketarik ez nerabezaroko alkohol kontsumoaren
ezta omega-3an aberastutako dietaren eraginez.

Hala ere, mikroskopia elektronikoaren bidez analisi espezifikoagoa egitean hainbat ezberdintasun
frogatu ziren talde esperimentalen artean. Neurona Kkitzikatzaileetan n-3-EtOH taldean CB1
hartzailearen markaketa zuten neurona ehunekoa gutxitua zegoen baina neurona horietan CBlaren
dentsitatea handituta. Hau da, n-3-EtOH taldean nahiz eta neurona Kitzikaitze gutxiagok eduki CB1
hartzailea, CB1a zuten neurona horiek CB1 hartzaile kopuru handiagoa zuten. Neurona inhibitzaileen
kasuan, ordea, CB1 hartzailea zuten neuronen ehunekoan ez zen ezberdintasunik frogatu talde
esperimentalen artean. Dena den, nerabezaroko alkohol kontsumoak CB1 hartzailearen dentsitatearen
handipena eragin zuen, batez ere, n-3-EtOH taldean (4B eta 4C irudiak).

4, irudia Lau talde esperimentalen CB1 hartzailearen analisia hortz-bihurgunean A. CB1 hartzailearen dentsitate
optikoa (H20: 100 + 7,9; EtOH: 93 + 4,3; n-3-EtOH: 96 * 4,6; n-3-H20: 95 + 3,0). B. CBla duten neurona
kitzikatzaileen (H20: 23 £ 2,5; EtOH: 18 + 2,9; n-3-EtOH: 13 + 2,0 *p<0,05 vs. H20; n-3-H20: 17 + 1,5) eta
inhibitzaileen (H20: 92 + 2,4; EtOH: 83 * 5,1; n-3-EtOH: 87 + 2,1; n-3-H20: 91 + 1,7) ehunekoa. C. CB1
dentsitatea (partikula/um) bukaera kitzikatzaile (H20: 0,8 + 0,0; EtOH: 0,8 £ 0,0; n-3-EtOH: 1 + 0,0 **p<0,01
vs. EtOH; n-3-H20: 0,9 £ 0,0) eta inhibitzaileetan (H20: 6 + 0,3; EtOH: 8 + 0,2 ****p<0,0001 vs. H20; n-3-
EtOH: 9 + 0,3 ****p<0,0001 vs. H20; n-3-H20: 7 + 0,3 *p<0.05 vs. EtOH, ****p<0,0001 vs. n-3-EtOH). Datu
guztiak batezbestekoa + SEM moduan adierazten dira. Faktore anizkoitzeko Kruskal-Wallis test ez-parametrikoa
erabili zen.

MIKROSKOPIA OPTIKOA MIKROSKOPIA ELEKTRONIKOA
A B, € ohne__ wawe
! aae = = H20
80 =i 8 == EtOH
100 =8 n3-EtOH
60 6
Em n-3-H20

CB1+%

4

w
=)

B dentsitatea (part/um)

CBlaren dentsitate optikoa (%)

, m oo C, -

H20 EtOH n-3-EtOH n-3-H20 Kitzikatzaile Inhibitzaile Kitzikatzaile Inhibitzaile
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3.3 CB1 hartzailea hipokanpoko CAL eskualdean

CALl zonaldeko CBlaren dentsitate optikoaren analisiari dagokionez, hortz-bihurgunearen antzera, ez
zen ezberdintasun esanguratsurik frogatu 4 talde esperimentalen artean. Kasu honetan, kontrol taldearen
dentsitate optikoa % 100era normalizatu zen eta horren arabera, EtOH taldeak % 10leko dentsitatea
erakutsi zuen, n-3-EtOH taldeak % 99koa eta n-3-H20 taldeak % 97koa (5A irudia). Beraz, kasu
honetan nerabezaroko alkohol gehiegikeriak eta omega-3an aberastutako dietak ez zuten eraginik izan
hipokanpoko CAleko CB1 hartzailearen dentsitate optikoan ezta ere.

Kasu honetan mikroskopia elektronikoaren bidezko analisi zehatzaren bidez ezberdintasun xumeak
frogatu ziren talde esperimentalen artean ere bai. Neurona kitzikatzaileetan ez zen ezberdintasun
esanguratsurik frogatu ez CB1 hartzailea zuten neuronen ehunekoan ezta dentsitatean ere. Neurona
inhibitzaileen kasuan, ordea, CB1 hartzailea zuten neuronen ehunekoa antzekoa izan zen talde
esperimentalen artean, baina, dentsitatea handituta zegoen n-3-H20 saguetan (5B eta 5C irudiak).

5. irudia Lau talde esperimentalen CB1 hartzailearen analisia CAlean A. CB1 hartzailearen dentsitate optikoa
(H20: 100 + 10,8; EtOH: 102 + 10,8; n-3-EtOH: 99 + 5,3; n-3-H20: 97 + 3,7). B. CBla duten neurona
kitzikatzaileen (H20: 7 £ 0,6; EtOH: 7 £ 0,9; n-3-EtOH: 7 + 1,0; n-3-H20: 7 + 0,5) eta inhibitzaileen (H20:
93+1,5; EtOH: 96 + 2,3; n-3-EtOH: 95 + 2,6; n-3-H20: 96 + 1,4) ehunekoa. C. CB1 dentsitatea (partikula/um)
bukaera kitzikatzaile (H20: 0,9 + 0,0; EtOH: 0,8 + 0,0; n-3-EtOH: 0,8 + 0,0; n-3-H20: 0,9 + 0,0) eta
inhibitzaileetan (H20: 6 £+ 0,2; EtOH: 6 £ 0,3; n-3-EtOH: 7 + 0,4; n-3-H20: 8 + 0,2 **p<0.01 vs. H20,
****p<0,0001 vs. EtOH). Datu guztiak batezbestekoa + SEM moduan adierazten dira. Faktore anizkoitzeko
Kruskal-Wallis test ez-parametrikoa erabili zen.

MIKROSKOPIA OPTIKOA MIKROSKOPIA ELEKTRONIKOA
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=

H20 EtOH  n-3-EtOH n-3-H20 Kitzikatzaile Inhibitzaile Kitzikatzaile Inhibitzaile

4. Ondorioak

Ikerketa honetan CB1 hartzailearen analisia hipokanpoko bi zonaldetan egin da eta emaitzek frogatu
dute CBlaren espresioa zonaldearekiko espezifikoa dela. Hortz-bihurgunean eta CAlean CB1
hartzailearen banaketa eta dentsitatea ezberdinak dira berez, eta, gainera, alkoholaren eta omega-3
gantz-azidoen eragina desberdina izan da eskualdearen arabera.

Aurretik egindako ikerketek erakutsi dute nerabezaroan alkohola kontsumitzeak garuneko sistema en-
dokannabinoidea kaltetzen duela, eta hipokanpoa zonalde bereziki zaurgarria dela (Hirvonen et al.,
2013; Oubraim et al., 2022; Pefiasco et al., 2020). Gainera, omega-3 gantz-azidoen eta sistema endo-
kannabinoidearen lotura estua izateaz gain (Dyall et al., 2016; Pan et al., 2011), gantz-azido horiek jaio-
aurreko alkohol esposizioak eragindako kalteak hobetu ditzakeela frogatu da, bereziki hipokanpoan
(Patten, Brocardo, et al., 2013; Patten, Sickmann, et al., 2013). Gure emaitzek baieztatzen dute omega-
3 gantz-azidoek hipokanpoko CBL1 hartzailean eragina dutela eta, gainera, alkoholaren ondoriozko kal-
teak apaltzeko gai direla. Zehazki, CB1 mailetan eragiteaz gain, arestian frogatu izan dugu hipokanpoko
CB1laren bidezko neuronen komunikazioan eta ondorioz, hipokanpo menpeko jardueretan, hala nola,
oroimenean, eragin positiboa dutela (Serrano et al., 2023).
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5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea

Nerabezaroa hazkuntza garaia izateaz gain, alkohola kontsumitzen hasten den garai kritikoa ere bada
(Eusko Jaurlaritzako Osasun Saila, 2024). Egoera horretan, ikerketa honek adierazten du omega-3 gantz-
azidoetan aberastutako dietak alkoholak garunean eragindako kalteak modulatzen lagun dezakeela.

Ondorioz, omega-3an aberastutako dieta nerabezaroan alkohola kontsumitzearen ondorioak arintzeko
terapia ez farmakologiko aproposa izan daiteke. Hala ere, beharrezkoa da onura horiek sakonago azter-
tzea eta kalteak arintzen laguntzen duten mekanismo zelular eta molekular zehatzak identifikatzea.
Behin hori ikerketa basikoaren bidez aztertu denean, hurrengo pausua ikerketa klinikoaren bidez omega-
3 gantz-azidoek gizakietan ondorio positibo berdinak dituzten aztertu beharko litzateke.
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