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Abreviatura

TA Trastorno de ansiedad

BE Bebida Energizante

SNC Sistema Nervioso Central

S5HT 5-Hidroxitriptamina

DA Dopamina

PDE Fosfodiesterasas

AMPc Adenosin monofosfato ciclico
PKA Proteina quinasa A

GLU Glutamato

GABA Acido gamma aminobutirico
EtOH Alcohol

NAc Nucleo accumbens

ATV Area tegmental ventral

CB1 Cannabinoide B1

HP Hipocampo

CB2 Cannabinoide B2

THC Tetrahidrocannabinol

LC Locus coeruleus

CPF Corteza prefrontal

CMP Corteza medial prefrontal



ERO Especie reactiva de oxigeno
ERN Especie reactiva de nitrdgeno
NO Oxido nitrico

iNOS Oxido nitrico sintetasa inducible
ONOO- Peroxinitrito

nNOS Oxido nitrico sintetasa neuronal
eNOS Oxido nitrico sintetasa endotelial
TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa
CYP2E1 Citocromo P450 2E1

FNKB Factor nuclear KB

ATP Adenosin trifosfato



Resumen
El consumo de bebidas energizantes ha demostrado una rapida expansion creando preocupacion
en la comunidad cientifica, debido a su alta demanda por la poblacion joven, relacionada al
entretenimiento y la practica deportiva. El consumo de alcohol es una préactica comdn en la
sociedad sin embargo de forma crénica puede causar enfermedades, problemas sociales o
econdmicos. Existen dos tipos de receptores cannabinoides, CB1 y CB2, el CB1 es el mas
abundante en el cerebro de mamiferos y se localiza fundamentalmente en el sistema nervioso.
Investigaciones sugieren que el consumo de alcohol a largo plazo también podria modificar la
actividad de los componentes del sistema cannabinoide enddgeno, es por ello que el objetivo de
este trabajo fue generar un modelo de alcoholismo en combinacidn con bebidas energizantes en
ratas de la cepa Wistar, en este modelo se evaluo la ansiedad, estrés nitrosativo e inflamacion por
medio de una prueba de conducta y pruebas bioquimicas, donde previamente algunos grupos
fueron administrados con un antagonista de los receptores CB1 dando como resultado que la
administracion del farmaco AM 251 genera diferencias significativas mostrando una disminucién
de la conducta ansiosa, de nitritos e inflamacion a diferencia de los grupos que no fueron
administrados con el farmaco y asi mismo se obtuvo que la combinacidn de estas bebidas favorece
un estado ansiogénico, y aumenta la presencia de estrés nitrosativo e inflamacién en los sujetos de

estudio.

1. Introduccion.
La destilacion y consumo de bebidas alcohdlicas a formado parte de la humanidad desde
sus primeras etapas. Paises como China se han reportado como importantes representantes de su

destilacion a partir del vino en el siglo 1V d. C (Rosenstingl, 1978), sin embargo, este proceso fue



reportado por primera vez en Occidente hasta varios siglos después (Brock, 1998). Esta bebida es
una de las sustancias mas consumidas en la cultura occidental, y se ha visto relacionada como un
factor causal en mas de 200 enfermedades y trastornos en esta parte del mundo. Sin embargo, el
consumo de alcohol se ha vuelto una actividad global, donde grupos sociales lo ingieren por
diversas razones, el gobierno mexicano ha reportado que las personas principalmente consumen
alcohol por: curiosidad, invitacion de amigos o familiares, experimentacion, problemas familiares,
influencia o busqueda de aceptacion del grupo. Lo cual se ha vuelto un problema de salud publica
y social debido a que tiene un papel importante en fiestas, antros, conciertos, y otros tipos de
eventos provocando que la frecuencia de su consumo sea innegable. Sin considerar a personas que
ya se encuentren ante un problema de alcoholismo donde el consumo es desmedido y constante.

Las bebidas energizantes se caracterizan por ser sustancias que ayudan a estimular el
sistema nervioso y vascular, estas bebidas se crearon alrededor del afio 1960 en busqueda de
mejorar la resistencia fisica, en base a una accion mas rapida, un alto nivel de concentracion e
inhibir la sensacion de suefio. Por lo tanto, sus principales consumidores son la poblacion
adolescente y jovenes adultos, donde se destacan estudiantes, trabadores de jornadas nocturnas y
deportistas, generando que en los Gltimos diez afios estas bebidas tengan un aumento del 20% de
su consumo, donde una de las bebidas mas consumidas es la marca Red Bull.

La combinacién de alcohol y bebidas energizantes se ha convertido en un problema de
salud publica, debido a que en la actualidad estas bebidas se han visto relacionadas con problemas
econdmicos, sociales y de salud como enfermedades no transmisibles en donde destacan
problemas cardiovasculares, neuronales, hepaticos, deterioro en la percepcion de la coordinacion,
alteraciones en el comportamiento, la subestimacién del grado de intoxicacion etilica y ansiedad.

(Ahumada-Cortez, et al 2017, Machorro & Moreno, 2007)



Diversos reportes han expuesto que existe una posible utilidad de antagonistas de los
receptores cannabinoides para disminuir algunas de las afecciones que provoca el consumo de
estas bebidas de forma individual y combinada, por lo tanto el proposito de este estudio
experimental in vivo fue analizar el efecto de la inactivacion de los receptores CB1, sobre los
procesos cognitivos y bioquimicos de un modelo murino administrado de alcohol, red bull,
solucion salina con el fin de buscar las consecuencias de los receptores cannabinoides en
problemas como el alcoholismo y su combinacion con bebidas energéticas, con la indagacién de

alternativas farmacoldgicas que eviten esta resultante que genera problemas para la sociedad.

2. Antecedentes

2.1 Trastorno de ansiedad

El término ansiedad proviene del latin anxietas, que se manifiesta mediante una tension
emocional (Bulbena, 1986). El trastorno de ansiedad (TA) tiene una etiologia compleja debido a
que es multicausal, y esta se conforma de diversos factores ambientales e individuales (American
Psychiatric Association, 2013). Este trastorno se caracteriza por sintomas psicoticos, cronicos e
incapacidad psicosocial, donde las personas que la padecen pueden experimentar temor o una
inquietud excesiva, en caso de tratarse de ansiedad generalizada esta puede ser incitada por una
amplia gama de situaciones cotidianas. Asimismo, diversos autores sugieren que este
padecimiento puede surgir de una combinacién de factores del neurodesarrollo y genéticos

(Tononi, 2000).



Segun resultados de la primera encuesta nacional de bienestar, se ha capturado que en
Meéxico aproximadamente el 19.3% de la poblacion adulta tiene sintomas de ansiedad severa,
mientras otro 31.3% revela sintomas de ansiedad minima o en algin grado (INEGI, 2021).
Asimismo, el TAes uno de los problemas de salud mental mas importantes en el mundo, afectando

al 4% de la poblacion mundial (GBD, 2019).



2.2 Consumo de bebidas alcohdlicas y energizantes

Las bebidas energizantes (BE) se caracterizan por estar compuestas de azucares, sodio,
taurina, agua carbonatada, cafeina, arginina, vitaminas del complejo B solubles en agua y
glucuronolactona (PROFECO, 2011).

Actualmente el consumo de BE ha demostrado tener un papel importante, debido a que el
cuerpo humano es excesivamente demandante de energia, lo que ha generado la popularidad de
estas bebidas en sus consumidores ya que debido a sus componentes y mercadotecnia ha
cautivado al usuario con una idea de un mayor rendimiento en el cuerpo mas alla de sus
capacidades. La poblacion joven se destaca en ser de los principales compradores de estos
productos en busqueda de reducir la sensacion de fatiga, aumentar un estado de vigilia, resolver la
carga académica y favorecer la actividad deportiva (Zucconi, 2013). Sin embargo, el abuso del
consumo de estas bebidas ha generado dafios importantes en la salud de sus consumidores ya que
el consumo excesivo puede provocar efectos tdxicos por sus componentes o también por la
combinacion de estos con otras sustancias como drogas o alcohol (Bigard, 2010).

Como se menciond anteriormente, uno de los componentes principales de las BE es la
cafeina, diversas investigaciones han demostrado que Su consumo excesivo provoca
intoxicaciones agudas como palpitaciones, taquicardia e hipertension (Garcia et al, 2019);
asimismo, se ha publicado informacidn sobre trastornos psiquiatricos y neurolégicos donde el
consumo cronico Yy alto de estas bebidas ha provocado recaidas en problemas mentales como la
esquizofrenia (Cerimele et al, 2010).

Las metilxantinas tienen la propiedad de estimular al SNC e incrementar el rendimiento
intelectual y la actividad motora (Moratalla, 2008). Este grupo de sustancias esta conformado por

cafeina, teofilina y teobromina, los cuales son los ingredientes usuales en las BE, para incrementar



el rendimiento mental y fisico asi como reducir la fatiga y el suefio, pero su consumo en dosis altas
genera efectos perjudiciales para la salud, como problemas renales donde las metilxantinas generan
vasodilatacion de la arteriola aferente del glomérulo renal, aumentando el flujo sanguineo al rifion
e incrementa la tasa de filtracion glomerular, debido al efecto diurético que tienen (Fisone et al,
2004) asi mismo también pueden afectar al sistema cardiovascular provocando efectos
cronotrépicos e inotrdpicos positivos, orillando al organismo a presentar arritmias e incluso un
infarto agudo de miocardio ( Forman et al, 1997, Bender et al, 1991)

Las metilxantinas, son antagonistas no selectivos de los receptores de adenosina
especificos de adenosina Al y A2a, por lo que actuan uniéndose al receptor sin activarlo, lo que
provoca la reduccion de actividad de adenosina la cual se caracteriza por ser un potente modulador
de la transmision sinéptica en varias sinapsis (Siegel & Albers 1994).

Por lo tanto, las metilxantinas pueden desencadenar que la adenosina no pueda modular las
acciones de dopamina (DA), ya que se ha reportado que el receptor Al antagoniza la accion del
receptor dopaminérgico D1 y el receptor A2a se antagoniza la accidn del receptor D2, (Chen et al
2003, Moratalla, 2008). Asi mismo este efecto antagonistico entre el receptor A2ay el D2 y entre
Al y D1 se ha se relacionado por su interaccion directa entre estos dos receptores, debido a que
todos pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G con siete dominios
transmembrana y que también se relacionan por su localizacion donde Al y D1 se encuentran en
las neuronas estrionigricas, y A2a 'y D2 en las neuronas estriatopalidales (Ferré S et al, 2007, 2008)

También, estas moléculas inhiben a las fosfodiesterasas (PDE) las cuales son
metalohidrolasas que se encargan de hidrolizar al adenosin monofosfato ciclico (AMPc) vy al
guanosin monofosfato ciclico (GMPc) en presencia de cationes divalentes ( Rand et al, 1987); al

inhibirlas afecta a la estimulacion B-adrenérgica ya que impide la degradacion de adenosin



monofosfato ciclico (AMPc), produciendo asi un efecto cronotrdpico positivo, el incremento de
la excitabilidad en el SNC y la relajacion de musculo (Golfrank & Lewis, 2002)

Se pueden presentar cambios neurovasculares importantes, cuando la concentracion sérica
de las metilxantinas llega a los 25ug/ml o mas (Gurley et al, 2015). Se ha demostrado que la cafeina
bloquea a la monoaminooxidasa (MAO), lo cual incrementa la concentracion de la adrenalina, DA
y glutamato (GLU) en el organismo. Esto tiene una gran relevancia, ya que el consumidor de BE
puede sufrir problemas de vasoconstriccién generalizada, incremento de la frecuencia cardiaca,
hipopotasemia y una mayor excrecién de sodio y agua (Cappelletti et al, 2018). Si bien la cafeina
es uno de los principales componentes de las BE, estas también contienen taurina, la cual ha sido
asociada a vasoespasmos Y alteracion del estado de conciencia (Rottlaender et al, 2012). La taurina
se caracteriza por tener una gran afinidad hacia el receptor de glicina, pero también puede actuar
en los receptores del acido gamma aminobutirico (GABA) como el receptor GABAA y GABAg.
Por tanto, el consumo de BE puede generar un alto flujo de cloro, lo que lleva las células a la
hiperpolarizacién (Albrechet & Schousboe, 2005). Asimismo, la alta cantidad de glucosa en las
BE puede estimular la sintesis de neurotransmisores como la acetilcolina, GLU y GABA,
principalmente en el hipocampo nivel hipocampal (Riby et al, 2006).

El alcoholismo se considera una enfermedad multifactorial ya que su evolucion puede ser
desencadenada por diversos factores: genéticos, organicos, psicoldgicos, culturales y del ambiente.
El consumo de alcohol (EtOH), es una practica que es muy comun en la sociedad sin embargo de
forma excesiva y cronica puede causar dafios en la salud del consumidor, asi como problemas
sociales y/o econdmicos (Cowley 1992).

Se ha reportado que el consumo de ETOH, deprime las neuronas cerebrales y espinales lo

que en parte es la razon de la disminucion de conciencia del consumidor. Puede modificar la
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actividad de diversos neurotransmisores en los que se incluye el sistema de sefializacion
endocannabinoide, GABA, serotonina, DAy GLU (Koob & Nestler, 1997).

Asimismo, la ingesta aguda, también puede generar un dafio al inhibir estructuras
subcorticales que permiten la modulacion de la actividad de la corteza cerebral (Vengeliene et al,
2008). El consumo de ETOH, favorece la accion de GABA debido a que activa a sus receptores,
trayendo consigo la hiperpolarizacion celular, lo cual disminuye la coordinacién, y disfuncién
cognitiva (Pitzele y Tolia, 2010). La dependencia alcohdlica es la DA, debido a que ocurre la
activacion de la via mesocortical generando hiperactividad de esta catecolamina en la corteza
prefrontal (CPF) (Fernandez, 2002).

El area tegmental ventral (ATV) también presenta un aumento en la frecuencia de neuronas
dopaminérgicas que las proyecta hacia zonas corticales y subcorticales (Wang et al, 2006), esto es
resultado de que el NAc, emite proyecciones GABAErgicas en esta area y hacia el nicleo palido
ventral, asi mismo este nucleo ha sido relacionado con los efectos reforzantes de EtOH asociado
al incremento de DA (DiChiara & Emperato, 1988).

En la actualidad, la comunidad joven ha transmitido la creencia popular de que las BE
combinadas con EtOH pueden disminuir el estado depresor de este ultimo, y aumentar un estado
de vigilia, no obstante el grupo de Ferreira y colaboradores en 2006, hicieron una investigacion
sobre 3 grupos de pacientes donde compararon su respuesta ante una prueba de esfuerzo maxima:
el primer grupo consumio BE, el segundo grupo consumié EtOH vy el tercer grupo ingirio la
combinacion de estas; los resultados de este estudio demostraron que no existen diferencias
significativas en respuesta a la prueba de esfuerzo, entre quienes consumieron EtOH solo o
combinado con BE (Ferreira et al, 2006).

Cuando las BE y el EtOH se combinan, existe un problema ya que la cafeina de las BE
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puede ocultar un grado de intoxicacion alcohdlica, lo que hace que sus consumidores sigan
ingiriendo mayores cantidades de EtOH, y esto suele transcurrir en eventos, antros y bares (Verster
et al, 2012, Marczinski et al, 2006).

Ahora bien, el riesgo de esta combinacion no es solo el aumento de consumo, también se
han registrado la pérdida de conciencia, la euforia y disminuye la habilidad motora, lo cual ha sido
detonante de heridas o abusos, ademéas de que disminuye el estado de alerta al conducir (Bigard,
2010). Por otro lado, en Taiwan se realiz6 una encuesta nacional que revel6 que, con esta mezcla,
la poblacion tenia mas probabilidades de ser dependientes al alcohol, en comparacion con los
consumidores de alcohol solo (Cheng, 2012).

Un evento importante que se debe tener en cuenta es que cuando se combina EtOH y BE
puede provocar una disminucion en la concentracion de adenosina en el cerebro debido a la BE
que esta compuesta por metilxantinas donde una de las mas caracteristicas es la cafeina y como se
menciond anteriormente estos alcaloides tienen la caracteristica de poder trabajar como un
blogueador no especifico de los receptores de adenosina Al y A2a. Ahora bien, el EtOH puede
potenciar la apertura de los canales ionicos asociados al receptor de serotonina tipo 3 (Marti et al,
1999) lo que puede generar la activacion de DA provocando que se encuentren en grandes
cantidades en el organismo, ya que algunos componentes encargados de regularlas como la
adenosina no pueden modularlas. Por lo tanto, esta combinacion de puede provocar una
desregulacion en la permitir transmisién dopaminérgica en el sistema mesolimbico que a largo
plazo el organismo se encuentre ante una dependencia alcohdlica (Nagy et al, 1990, Arolfo 2004,
Yao 2002).

2.3 El sistema endocannabinoide

En 1988, Howlett y Fleming postularon que los cannabinoides inhiben al adenilato ciclasa.
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En 1988, también se descubrid que los cannabinoides tienen un sitio de unién especifico en el
cerebro de rata. En 1990, se aislo y secuencié el receptor a cannabinoides, denominado CB1
(Matsuda et al, 1990). Se utilizaron técnicas autorradiogréficas y estudios inmunohistoquimicos
para la localizacion puntual de este receptor en cerebro de rata, encontrdndose que se distribuye
ampliamente de los ganglios basales e hipocampo (HP) (Pertwee, 1999, Garcia et al, 2016) en el
caso del receptor cannabinoide CB2 se llevo a cabo una clonacion 1993 por Munro y cols. en

muestras de bazo de rata y una linea leucémica humana (Maldonado, 2008).

Dos décadas después del descubrimiento del componente psicoactivo méas reconocido y
abundante en las variedades de la planta de cannabis el Tetrahidrocannabinol (THC) se logrd
indicar que los cannabinoides trabajan de manera semejante a las hormonas y los
neurotransmisores, ya que un receptor de membrana es el responsable de sus efectos. (Herkenham
et al, 1990, Matsuda et al, 1990, Munro 1993).

Los receptores CB1 y CB2 son de tipo transmembranal y se acoplan a una proteina G de
tipo Gi /Go (MacNaughton et al, 2004). EIl receptor CB1, es el mas abundante en el cerebro de
mamiferos y se localiza fundamentalmente en el SNC, se expresa predominantemente en las
terminales nerviosas y regula la liberacion de neurotransmisores excitadores e inhibidores, sin
embargo; se expresa en muchos otros tejidos periféricos (Garcia et al, 2016). Por otro lado, el
receptor CB2 se encuentra principalmente en células del sistema hematopoyético e inmunitario,
en la region de las amigdalas y bazo (Maldonado, 2008). Los receptores CB1 y CB2, trabajan a
partir de proteinas G, que inhiben la adenilciclasa y pueden regular a los canales de iones, como
también a los canales de potasio o los canales de calcio dependientes de voltaje tipo N (Niesink &

Van 2013, Osorio & Tangarife 2009)
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24 Neurotransmisores implicados en ansiedad

2.4.1 Dopamina

La DA es una catecolamina que participa en varios procesos del cerebro, esta involucrada
en el comportamiento social, la cognicion, la regulacién emocional, el aprendizaje y también
permite el cambio y la seleccidn de la conducta motora (Schneier et al, 2000, Redgrave et al, 2011).
Los receptores de DA pertenecen a la familia de receptores de siete dominios transmembrana
acoplados a proteina G (Kebabian & Calne, 1979). Existen 5 tipos de receptores dopaminérgicos
(D1 a D5); que se agrupan en 2 familias: EI primer grupo se conoce como receptores D1 que esta
conformado por los receptores D1 y D5, los cuales se acoplan a PGs. El segundo grupo se conoce
como D2 donde se encuentran a los tipos D2, D3 y D4, que se unen a proteinas G inhibidoras (PGi)
(Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

La DA es un neurotransmisor involucrado en procesos ansiogénicos y el miedo (De la Mora
et al, 2010, Kienast et al, 2008). La alteracion de la transmision de DA puede provocar una gran
diversidad de factores estresantes agudos (Nasechi et al, 2011, Terzian et al, 2011). La disminucion
de dopamina seria la responsable de conductas similares a la ansiedad y la depresién (Bonomaully
et al, 2014, Eskow et al, 2012).

El cerebro tiene diferentes areas implicadas como el hipocampo, (Rostami et al, 2006,
Ashabi et al, 2011) la corteza prefrontal (CPF) (Peleg et al, 2005, Fogaca et al, 2012) y NAc,
(Zarrindast et al, 2008, Kochenborger et al, 2012) los cuales se encuentran involucrados en
conductas tipo ansiedad y cada regién esta implicada con el neurocircuito de ansiedad en humanos

(Shin & Liberzon 2010, Adhikari et al, 2010), todos regulados por la accion de la DA.
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242 GABA

El acido y-aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibidor mas abundante en el
encéfalo y el SNC. Las neuronas GABAérgicas se distribuyen extensamente en el sistema limbico
y la region troncoencefalica (Florez, 2008).

Este neurotransmisor ejerce su accion fisiolégica mediante la interaccion con receptores
especificos, denominados GABAA, GABAB y GABAC Yy existen 2 tipos de transportadores: el
GAT-A, que actua en neuronas y la glia, y el GAT-B, que solo actta en neuronas. (Florez, 2008).

El GABA ha mostrado tener una gran relevancia en los TA, ya que sus receptores GABAAa
se localizan principalmente en el HP y bulbo olfatorio, y producen un efecto ansiolitico (Nutt et
al, 2001, Lydiard 2003, Nemeroff 2003). Dicho receptor, ademas de estar involucrado en la accion
ansiolitica, se ha demostrado que puede estar relacionado con la angustia que produce el TA.
Actualmente se propone que el GABA esta relacionado en los sistemas noradrenérgicos y
serotoninérgicos gque también se involucran con la generacion de la angustia (Sierra et al, 2003).
Asi mismo cuando ocurren cambios en la distribucion de los receptores GABAAa, pueden existir

alteraciones en la percepcion de sensaciones de miedo y ansiedad (Sallee & Greenawald, 1995).
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25 Nucleos involucrados

2.5.1 Corteza prefrontal medial y estriado ventral

La corteza medial prefrontal (CMP) es trascendental en la ejecucién de conductas de
motivacién, esenciales para la supervivencia, como la bisqueda de alimento, agua, refugio y
prevenir riesgos (Risold et al, 1997). Ahora bien, estudios recientes mostraron que la CMP también

guia respuestas vegetativas (autonémicas y enddcrinas) (Valdés et al, 2006)

El estriado lateral, se divide, en nacleo caudado y putamen, y esta interaccion es la razon
del por el cual se le denomina estriado ya que sus bandas de sustancia gris cruzan la capsula interna
y conectan en ndcleo caudado con el putamen. Por otro lado, el putamen junto con el globo palido
establecen una estructura morfolégica llamada ndcleo lenticular (De la Torre, 2017). El nucleo
accumbens y el bulbo olfatorio forman colectivamente la parte ventral del cuerpo estriado, que se
caracteriza principalmente por tener conexiones con estructuras limbicas, como la amigdala, el

HP, el talamo y la CPF (Castafio & Diaz 2011).

El estriado expresa receptores para DA, GLU, acetilcolina, GABA, adenosina, histamina,
somatostatina y 6xido nitrico (NO) entre otros. Estos neurotransmisores y neuromoduladores
modifican la respuesta inhibitoria del nucleo. En este sentido, el estriado también
endocanabinoides, que acttan en la regulacidn de la plasticidad neuronal que al mismo tiempo

ayuda a modular la excitabilidad proveniente de la corteza (Mathur & Lovinger 2012).
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El estriado dorsal recibe una importante aferencia dopaminérgica del SNC, (Morikawa &
Paladini 2011) y el estriado ventral recibe unas neuronas dopaminérgicas del VTA. El estriado
contiene inervaciones dopaminérgicas densas (De Manzano et al, 2013) cuya funcion principal es
el procesamiento de la recompensa (Morikawa & Paladini 2011) y la motivacién. (De Manzano et
al, 2013).

Estudios de neuroimagen enfocados en el estudio de la ansiedad en los ganglios basales,
han mostrado evidencia del dafio en la funcién dopaminérgica. También se ha mostrado una
desregularizacion en las vias mesocorticales y mesolimbicas. En la actualidad se ha podido evaluar
este dafio a traves de una evaluacion de la recaptacion de DA a través de tomografias por emision
de positrones las cuales en el area médica permiten evaluar el funcionamiento de tejidos y 6rganos
por lo tanto al escanear la zona de estriado en cerebro ha demostrado una disminucion de la
recaptacion de DA en los pacientes con ansiedad social mostrando en las imagenes la disminucion
en densidad de sitios de recaptacion de la dopamina, que definiria un déficit en la inervacion

dopaminérgica al estriado (Gariay 2002)

2.5.2 Hipocampo

El HP pertenece a la region medial del telencéfalo, se incluye en el sistema limbico y es
importante ante el aprendizaje espacial y la adquisicion de la memoria a corto y largo plazo.
Anatémicamente, esta organizado en el cuerno de amon que se divide en tres areas: CA1, CA2 y
CA3y el giro dentado, formado por el presubiculum, el subiculum y el parasubiculum; y la corteza
entorrinal (Amaral & Witter 1989, Lavenex et al, 2007, Kivisaari et al, 2013).

Es una de las regiones mas sensibles a los efectos del alcohol, ya que la memoria espacial y
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la de corto plazo, sufren alteraciones importantes (Ryabini, 1998). A lo largo del tiempo se han
llevado a cabo diversos experimentos para analizar el dafio que genera el alcohol en algunos nucleos
del cerebro entre los que mas se destacan se encuentra el HP, a través de la investigacion de Riley y
Walker se evalud por primera vez un modelo bajo un alto consumo de alcohol el cual demostré que
en periodos largos de tiempo se genera un dafio en el HP en ratones (Riley & Walker, 1978). Otra
investigacion importante fue en 1993 donde el modelo se sometié a una administracion de 18 meses
aproximadamente donde se valoré que la densidad de las células granulares dentadas se redujo en

un 40% CA2, CAl enun 20% y CA3 en un 30% (Paula-Barbosa et al., 1993).

2.6 Estrés nitrosativo

Las moléculas se caracterizan por tener electrones como componentes periféricos, sin
embargo, la conducta de estos determina las propiedades de estas (Muriel, 2009). Cuando una
molécula contiene un electrén desapareado en su orbital exterior es decir que su capa electrénica
mas externa contenga uno o mas electrones solos en un orbital, se le denomina radical libre, los
cuales tienen una gran importancia debido a su relacion en la patogenia de muchas enfermedades
cronico-degenerativas, ya que pueden afectar a muchas biomoléculas que tienen una gran
importancia en actividades celulares fundamentales para la vida. (Korc et al, 1995, Saavedra et al,
2010)

Cuando una molécula se deriva del oxigeno se le denomina especie reactiva de oxigeno
(ERO) las cuales se conforman por el radical superéxido, radical hidroxilo, peréxido de hidrégeno

y &cido hipocloroso. Por el contrario, las especies reactivas de nitrdgeno (ERN) derivan del éxido
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nitrico, como lo son el peroxinitrito y el dioxido de nitrogeno. Ademas, las ERO tienen un tiempo
de vida media menor a las ERN, por tanto, las moléculas que derivan del nitr6geno son mas dafiinas

(Balazy & Nigam 2003).

Cuando se genera un proceso inflamatorio en el cuerpo, este aumenta la produccién de
Oxido nitrico (NO) debido a la induccion de la sintasa del 6xido nitrico inducible (iNOS). La
produccion incrementada de NO conlleva al aumento del anion superéxido, dando como producto
final al peroxinitrito (ONOO-), que es una especie altamente reactiva capaz de oxidar y nitrar
componentes celulares y tisulares, tales como los residuos de tirosina de las proteinas celulares y
plasmaéticas, el ADN vy lipidos o enzimas criticas del metabolismo intermediario. Los cambios
producidos por el incremento de las ERO, son irreversibles debido a la oxidacion y nitracion de
componentes mitocondriales (Radi et al, 2000, Hurtado et al, 2005).

Existen 3 isoformas de la enzima Oxido nitrico sintetasa (NOS): neuronal (nNOS),
inducible (iINOS) y endotelial (eNOS). Las nNOS Y eNOS son constitutivas y su actividad
depende de la cantidad de calcio-calmodulina que tenga la célula; en cambio, la eNOS se activa
con acetilcolina, bradiquinina, histamina, trombina, ADP y ATP. Mientras que iNOS es inducible
por lipopolisacaridos y citocinas proinflamatorias tales como el factor de necrosis
tumoral alfa TNF o (Andrew & Mayer, 1999, Alderton et al, 2001). Asimismo, se ha demostrado
que iINOS también se induce por mediadores inflamatorios como lipopolisacarido y TNFa. (Sugita
et al, 2002)

La alta ingesta de EtOH, provoca que la sintesis de citocromo P450 2E1 (CYP2E1)
estimula la produccion de oxigeno (O2). La sobre activacion del CYP2E1 puede generar

hipermetabolismo lobular e hipoxia pericentral, la cual induce al factor nuclear KB (FNKB) que
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incrementa el nivel de EROs provocando un aumento de NO y de peroxinitrito (ONOO-), trayendo
como resultado el incremento de la respiracion anaerdbica y acidosis que termina en la disminucion
de los niveles de ATP (Abernathy et al, 2010).

Las BE suelen contener una alta cantidad de azucares como glucosa, fructosa y sacarosa,
Brownlee en 1995 demostrd que un nivel alto de glucosa en sangre incrementa la produccion de
elementos de glicosilacién avanzados (AGEsS), los cuales se aglomeran en el tejido (Brownlee,
1995).

Ahora bien, también se ha demostrado que la combinacion cronica de BE y EtOH,
incrementa la peroxidacion lipidica en la corteza temporal e HP de cerebros de rata (Gil et al,
2008). Asi mismo esta mezcla incrementa de la inmunorreactividad a iINOS en la corteza temporal
y en la region CA1 del hipocampo. El incremento de NO favorece un estado de estrés oxidativo y
disfuncion neuronal (Diaz y et al, 2016).

2.7 Neuroinflamacion y la proteina TNF-a

La neuroinflamacién se describe como un estado reactivo del sistema inmunoldgico
perteneciente al sistema nervioso; las células que participan son la microglia y los astrocitos,
(Becher et al, 2017).

En este proceso, se modifica la morfologia de la glia, los tejidos se dafian por leucocitos
que se trasladan desde la periferia y se observa la produccion de factores inmunolégicos como las
citocinas o quimiocinas (Martinez-Tapia et al, 2018, Quesada et al, 2016).Asimismo, se producen
ERO y ERN simultaneamente, que incrementan el estrés oxidante del microambiente, lo cual
incrementa el dafio neuronal y la continuidad de que sigan ocurriendo procesos inflamatoriosen el
organismo (Aguilera et al, 2017).

El consumo de ETOH, participa en el estrés oxidativo en las neuronas del hipocampo, al
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incrementar la respuesta inflamatoria a través del aumento de citocinas proinflamatorias como IL-
1 8, TNF- o e INOS y viseceversa (Tiwari & Chopra 2013, Jung et al, 2005, Diaz et al, 2016).

Diaz y colaboradores publicaron que existe un incremento de TNF- « en ratas administradas
con alcohol y BE; esto en la corteza temporal como en HP. Dicho evento tiene una connotacion
importante en el SNC, ya que TNF- o participa en funciones esenciales tanto homeostaticas como
fisiopatologicas (Montgomery et al, 2012, Santello et al, 2012, Beattie et al, 2002) ya que junto a
sus receptores es capaz de modulares procesos bioldgicos del cerebro, entre ellos se destaca la
regulacién y formacion de la sinapsis, neurogénesis, regeneracion y mantenimiento del SNC. En
cuanto situaciones fisiopatologicas puede trabajar en problemas de inflamacion, desmielinizacion,
defio en la barrera hematoencefalica y muerte celular. (Fragoso et al, 2014)

Chao y colaboradores (1994) encontraron que TNF- a puede potenciar la neurotoxicidad
de glutamato y que este efecto podia bloquearse mediante la administracion de antagonistas del
receptor NMDA, tanto competitivos como no competitivos (Chao & Hu 1994). Nuevos estudios,
mostraron una relacion importante entre la actividad de la glia y la muerte neuronal inducida por
TNF- a, ya que este activa la via TNFR1, e induce excitotoxicidad al incrementar la liberacion de
glutamato microglial desde los hemicanales de las uniones comunicantes de forma autocrina

(Takeuchi et al, 2006, Olmos & Lladé 2014).

2.8 AM 251

El AM 251 es un compuesto desarrollado por Sanofi Aventis, se ha utilizado en un estudio

para determinar su interaccion con las neuronas del HP para mejorar la memoria espacial en
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ratones. Sin embargo, también inhibe el acoplamiento de agonistas del receptor CB1 en
membranas de cerebro de rata, aparte en HP ha mostrado una efectividad bajo la cantidad de 2 um

de disminuir efectos inhibidores de los endocannabinoides sobre la liberacion de GABA.

2.9 El bloqueo de los receptores CB1, como posible modulador del consumo de

bebidas energizantes y alcohdlicas

Diversos estudios clinicos, han mostrado el posible papel protector del bloqueo de los
receptores CB1 con antagonistas especificos o agonistas inversos, como el AM251, pues se ha
demostrado que dicho blogueo puede tener efectos benéficos en el tratamiento de la dependencia
de nicotina, asimismo, puede ofrecer beneficios en el tratamiento del alcoholismo (Beardsley et
al, 2009). En este sentido, Saito y cols. (2000), mostraron que el consumo de ETOH, incrementa
de manera significativa los niveles de endocanabinoides, tales como el agonista del receptor CB1
anandamida por la activacion selectiva de la fosfolipasa A > (PLA2) especifica del acido
araquidonico en células SK-N-SH humanas y en cerebro de raton (Pérez-Rial et al 2003).

Asimismo, se ha demostrado que el uso de agonistas canabinoides suelen aumentar el
consumo de EtOH (Gallate & McGregor 1999). Sin embargo, el bloqueo de los receptores CBL1 lo
disminuye (Serra et al, 2001) En este caso, el uso del AM251 puede contrarrestar la actividad
dopaminérgica central suprimida durante la abstinencia (Giuffrida et al, 1999) y, por tanto, reducir
el estado ansiogénico.

2.10 Analisis de conducta.

En neurofarmacologia es esencial el uso de drogas como herramientas para mejorar alguna

aversion neuronal o alguna complejidad relacionada a este 6rgano, y donde el objetivo de esto es
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aprovechar el mecanismo de accion de estas drogas y poder desarrollar tratamientos adecuados y
seguros, para que eventualmente puedan plantearse como medidas curativas o preventivas (E.
Nestler et al, 2008), pero para poder hacer un correcto andlisis es esencial él uso de modelos
animales, este tipo de pruebas requiere de someter al roedor a la aplicacion de un farmaco que
pueda modificar o alterar su comportamiento como la conducta, condicion motora 0 memoria, para
que después se puedan evaluar diversos parametros, que nos indiquen si el farmaco puede
funcionar con los objetivos establecidos en cada proyecto.

Un analisis de conducta en roedores requiere de ejecutar una prueba la cual se puede
clasificar como condicionada y no condicionada. Las pruebas condicionadas se basan de un
entrenamiento previo que depende de la capacidad que tiene el modelo a responder al estimulo al
que se expone, buscando una respuesta ante un estimulo con la respuesta especifica a otro estimulo.
Mientras que una prueba no condicionada depende mas de la medicién de conducta o fisiologia
del roedor ante un estimulo novedoso o estresante (Polanco, et al, 2011) en este analisis se hace
uso de respuestas mas naturales de la especie es por ello que también suelen ser denominados
modelos etoldgicos.

El miedo segun la real academia espafiola se puede definir como una respuesta de angustia
por un riesgo o dafio real, se sabe que esta sensacion es un mecanismo de defensa para nuestra
supervivencia, sin embargo en el humano cuando esta respuesta se vuelve excesiva o
desadaptativa, puede provocar una incapacidad para cualquier actividad social, lo que ante
expertos se considera patoldgico, y es cominmente denominado trastorno de ansiedad, aunque
también se considera que este estado emocional puede ser percibido también por los animales.

Al poder generar estas sensaciones en el modelo es posible evaluar este trastorno en ellos

para poder buscar un tratamiento, a lo largo de los afios se han ejecutado diversas pruebas en
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modelos animales, donde se han reportado que existen aproximadamente méas de treinta en
diferentes modelos animales algunos condicionados y otros no condicionados entre los mas

utilizados se encuentran los siguientes:

2.10.1 Laberinto de cruz
En los afios 60 Handley y Mithany dieron pie a la investigacion con el laberinto en cruz
elevado (Handley & Mithani, 1984) basados en las investigaciones de Montgomery de 1955 la
cual consistia en callejones abiertos y cerrados (Montgomery, 1955). Este laberinto, busca que el
modelo sea de libre exploracion que es novedoso para un roedor, lo que hace que elija distintas
zonas del modelo, tiene una altura de 40 cm del suelo, un par de brazos abiertos, que pueden hacer
que el roedor caiga a un vacio y tiene otro par de brazos que se encuentran cerrados, los cuales

permiten llegar a una zona segura o de resguardo.

Para ejecutar esta prueba se coloca al modelo en el centro de las uniones de cada brazo, se
le deja explorar por cinco minutos, finalmente se realiza un conteo del nimero de veces que el
animal entra a los brazos y el tiempo que se mantiene en cada brazo. Esto se interpreta bajo el
mayor de veces que sea el porcentaje de que el modelo se encuentre en los brazos cerrados mayor
sera la posibilidad de que se encuentre en un estado de estrés, si se encuentra por mucho mayor
tiempo en los brazos cerrados se encuentra en un estado de ansiedad, y si por el contrario el mayor
porcentaje es en los brazos abiertos el efecto de lo que se esta investigando seria un posible

ansiolitico (Polanco et al., 2011).

2.10.2 Nado forzado

En 1977 Porsolt y col, describid que esta prueba consiste en colocar una rata o un ratén en
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un cilindro de agua a una temperatura de 25°C, en busqueda que el roedor no pueda pararse en el
fondo lo cual lo obligara a nadar para poder respirar. El tiempo en el que se ejecuta esta prueba
requiere de dos dias, el primer dia se realiza una sesion de 15 minutos y el segundo dia una sesion
de 5 minutos al dia siguiente a la misma hora. Para el registro de datos de esta evaluacion es
necesario anotar los tiempos que el roedor pasa realizando 4 diferentes conductas, las cuales son
el nado, escalamiento en las paredes del cilindro, buceo e inmovilidad. Si durante este tiempo el
roedor se encuentra inmévil se considera que él sujeto se encuentra en un estado de “desesperanza”

porque el animal ha reconocido que no puede escapar.

6.1 Enterramiento defensivo

El enterramiento defensivo fue nombrado en honor Pinel y Treit, esta prueba se basa en la
naturaleza de los roedores de mover objetos sueltos en un intento de cubrirlos con otros (Pinel &
Treit, 1978) este modelo suele utilizarse para evaluar ansiedad. Esta prueba actualmente consta en
utilizar una caja con el piso cubierto de aserrin estéril, dentro de este suele contener 20 canicas
aproximadamente, donde se coloca al roedor, y se graba durante 15 minutos para poder hacer un
conteo del nimero de canicas que el raton entierra las canicas (Ichimaru, et al, 1995). Lo que hace
gue entre mas canicas entierre, mayor sera el grado de ansiedad que presente el modelo con objetos

extrafios.

6.2 Campo abierto
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La prueba de campo abierto también conocido en inglés como Open Fiel fue descrita por
primera vez por Hall en 1934, la cual busca la tendencia que puede tener el modelo de explorar un
nuevo entorno, es por ello por lo que se fundamenta en la deambulacion del modelo y es por eso
que se clasifica como respuesta incondicionada. Este modelo suele ser muy utilizado para evaluar
la reaccion del sujeto ante una situacion estresante (Gomez C. et al 2002), radica en colocar al
roedor en una caja que simula un ambiente abierto que permita evaluar su conducta dentro de él,
la caja tiene trazado lineas que dividen cada regién de igual tamafio, aproximadamente se divide
en 5 por 5 regiones del mismo tamafo o también en 3 por 3 regiones (Da Silva et al 2011). Durante
10 o 15 minutos (Van Dam et al, 2013) se evalta el comportamiento del roedor, dentro de la caja
donde se hace el conteo del nUmero de veces que atraviesa los cuadrantes, la trayectoria, los
cuadros visitados, los acicalamientos, el namero de erguidos, y giros completos (Walsh &
Cummins, 1976, Quillfeldt, 2016, Seibenhener & Wooten, 2015). Los erguidos son las veces que
animal se apoya en sus patas traseras de manera vertical, este se identifica como una caracteristica
exploratoria que en la prueba se usa para poder medir la ansiedad que viven dentro del campo
abierto (Seibenhener & Wooten, et al, 2015), cuando el roedor gira se interpreta cuando esta rota
en su propio eje, y la distancia recorrida suele referirse en base al tamafio del cuadrante que fue

trazado en la caja que permite medir la distancia del desplazamiento (Zurn et 2005)

3 Planteamiento del problema
El consumo de alcohol, bebidas energizantes y su combinacion ha demostrado su popularidad en
antros y bares lo que ha permitido un mayor alcance a su consumo por la busqueda de mejorar su

sabor 0 aumentar el estado de alerta. Sin embargo, diferentes reportes de la literatura han
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demostrado que existe una mayor susceptibilidad de padecer ansiedad bajo un consumo excesivo.
En la actualidad se ha sefialado que la combinacidn de estas bebidas también beneficia respuestas
que pueden afectar al organismo como el estrés nitrosativo, el cual se pueden relacionar ante la
generacién de dafio celular que puede perpetuar el proceso inflamatorio del cerebro a través de
diferentes mecanismos que puede orillar en la pérdida de funciones como la memoria a largo plazo

y una disminucion de la conducta motora.

4 Justificacion

El consumo excesivo y cronico de bebidas alcohdlicas y energéticas, se ha mostrado como
un problema para la sociedad en la actualidad, donde se destaca a la poblacion adolescente y
adulto-joven, ya que se ha normalizado su consumo habitual o diario, se sabe que las bebidas
alcoholicas pueden ocasionar dafios a corto, mediano y largo plazo, de problemas de salud,
economicos, sociales o fisicos. Las bebidas energizantes tambien generan un dafio al organismo
sobre todo a deportistas, estudiantes o trabajadores de jornadas nocturnas, que buscan mejorar su
rendimiento, sin embargo, este sobreconsumo ha desencadenado dafios a su organismo con graves
consecuencias hasta el punto de poder ser letales, la literatura reporta el auge ante la combinacion
de estas bebidas demostrando que al combinarlas puede potenciar el dafio que generan las mismas
de forma individual.

En contraste en los Gltimos afios diversos investigadores se han dado a la tarea de proponer
modelos que puedan controlar este dafio, reportando que el uso de agonistas canabinoides puede
incrementar la afectacion que provocan estas bebidas mientras que por otro la administracion de
antagonistas se ha sefialado como una posible inhibicion de estas reacciones. EXxisten

investigaciones modelos murinos que han utilizado antagonistas como, no obstante, la
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investigacion con el uso del antagonista AM 251 es deficiente, por esta razon se pretende evaluar
y comprender el efecto estas bebidas solas, en combinacién y con la administracion de un
antagonista, bajo el uso de un grupo control al cual se le administrara solucion salina. De tal
manera, la pregunta cientifica de este trabajo es la siguiente:

¢La administracion del antagonista de los receptores CB1 en combinacién de alcohol y

bebidas energizantes mejora la disminucién de ansiedad, estrés nitrosativo y la inflamacién en
ratas Wistar?

5 Hipotesis

El bloqueo de los receptores CB1, disminuye la ansiedad, el estrés oxidativo y la

inflamacion en ratas administradas con alcohol, bebidas energizantes y su combinacion.

6 Objetivos

6.10 Objetivo general

Estudiar el efecto del bloqueo de los receptores CB1 sobre la conducta ansiosa, el estrés

oxidativo y la inflamacion en ratas administradas con alcohol, bebidas energizantes y su

combinacion.



28

6.11 Objetivos particulares.

o Evaluar la conducta ansiosa en ratas macho de la cepa Wistar, después de
consumir alcohol, bebidas energizantes y/o su combinacién.

o Analizar el efecto del bloqueo de los receptores CB1, sobre la produccion
de nitritos en el estriado, corteza prefrontal e hipocampo de ratas administradas con
alcohol, bebidas energizantes y su combinacion.

o Medir el proceso inflamatorio en el estriado, corteza prefrontal e
hipocampo, después de bloquear a los receptores CB1 en ratas administradas con alcohol,

bebidas energizantes y su combinacion.



7 Metodologia

5.1  Diagrama general de trabajo

Cepa: Wistar
Sexo: Macho
Edad: 2 meses
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Dia 79:
Inclusién en parafina

Cortes histoldgicos
Inmunohistoquimica
CA, GD, LV.

Administracion:
Diaria
Duracion: 74 dias

43 Sujetos divididos en 8 grupos:

SSI1 (0.1 ml/ 10g) via oral

SSI (0.1 ml/ 10g) via oral + AM251 0.1 mg/kg via
intraperitoneal

ETOH 10% (2.5 g/kg) via oral

ETOH 10% (2.5 g/kg) via oral +AM251 0.1 mg/kg via
intraperitoneal

BE (7.5 ml/kg) via oral

BE (7.5 ml/kg) via oral +AM251 0.1 mg/kg via
intraperitoneal

ETOH 10% (2.5 g/kg) via oral +BE (7.5 ml/kg) via oral
ETOH 10% (2.5 g/kg) via oral +BE (7.5 ml/kg) via oral
+AM251 0.1 mg/kg via intraperitoneal

HEN

Dia de sacrificio
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Campo abierto

Nitritos y prteinas

Inmunohistoquimica
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Dia 76: Nitritos y
proteinas HP,
)| CAM, Estriado.

Dia 60: Prueba de
Campo abierto

Dia 74:

70 mg/kg eutanasia, via
intraperitoneal
Sacrificio

Obtencidén de cerebro
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5.2  Sujetos de experimentacion

Se utilizaron 46 ratas (Rattus norvegicus) macho de 2 meses de edad de la cepa Wistar, con
un peso entre 150-200 g provenientes del bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla. Los animales fueron albergados en grupos de 4 a 6 individuos en condiciones
controladas en el bioterio, a una temperatura de 24°C, con un 50% de humedad y con un ciclo de
luz-oscuridad de 12 h/ 12 h. Asimismo, el cuidado, alimentacion y mantenimiento de los modelos
estuvo a cargo del personal del mismo bioterio.

Cada procedimiento de manejo y diseccion de los animales se realizé bajo los lineamientos
establecidos en la norma oficial (NOM-062-ZO0O 1999) sobre el manejo y el uso de animales de
laboratorio, ademas se obtuvo la acreditacion en el “manejo y vias de administracion en ratas de
laboratorio”, expedido por el bioterio de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

Los animales fueron separados conforme a su peso para formar 8 grupos:

e SSI sin tratamiento via oral

e SSI con tratamiento via oral

e Alcohol sin tratamiento via oral
e Alcohol con tratamiento via oral

e Bebida energizante sin tratamiento via oral

Bebida energizante con tratamiento via oral

Bebidas combinadas (EtOH+BE) sin tratamiento via oral
e Bebidas combinas (EtOH+BE) con tratamiento via oral
La bebida seleccionada para esta investigacion fue de la marca “Red Bull” el cual se

administro sin alguna dilucidn, en diferencia al EtOH este se disolvié en una dilucién 1:10 con SSI
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NaCl al (0.9%). Las bebidas fueron administradas via oral con ayuda de una cénula de acero
inoxidable, donde el tiempo de administracion y las dosis de cada bebida fueron a partir de los
estudios reportados en la literatura (Diaz et al, 2016) que se presentan a continuacion:

o Bebida energizante (7.5 mg/Kg)

. Alcohol (2.5 g/kg)

. SSI=0.1ml/10 g

Después de administrar durante 60 dias el ETO, la BE y su combinacidn, se procedi6 a la
administracion intraperitoneal del agonista inverso de los receptores CB1, denominado AM251,
el cual se disolvié en SSI 'y dimetilsulfoxido (DMSO) al 2%. Para este momento, las ratas contaban

con un peso de entre 250y 400 g.

5.3 Estudios conductuales

Las pruebas conductuales se realizaron en el Departamento de Biologia y Toxicologia de

la Reproduccion de la BUAP en un cuarto aislado de sonido.

5.8.1 Campo abierto

En el dia 60 de tratamiento, se administraron a las ratas con sus respectivos tratamientos,
transcurrida una hora del procedimiento, se evalud la conducta motora del animal a través de la
prueba denominada campo abierto que se llevo a cabo en una caja de madera con medidas de 60

cm de ancho por 60 cm de largo con paredes oscuras y 60 cm de largo, dividida en nueve cuadros
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marcados de 20 cm de ancho por 20 cm de largo cada uno. La cual consiste en situar al roedor en
el cuadro central y grabarlo durante 10 minutos, para poder cuantificar los cuadros visitados y los
erguidos. Al finalizar la prueba de cada rata, se limpid la caja con alcohol al 70% para que ningln

olor o sustancia perturbara la conducta de la siguiente rata.

5.5. Obtencion y procesamiento de tejido para técnicas histoldgicas.

Posterior a la prueba de campo abierto, se administrd una sobredosis de pentobarbital
sodico (70 mg/kg) de acuerdo con los criterios de la NOM-064-Z00-2000. Cuando la rata alcanzo
un plano profundo de sedacion, se realizé una perfusion intracardiaca con SSI al 0.9 %. Terminado
esto, se extrajo el cerebro, y se colocé en paraformaldehido al 4 % en buffer salino de fosfatos
(PBS).

Una vez obtenidos todos los cerebros de los grupos marcados, se cortaron con ayuda de un
bisturi realizando 2 cortes longitudinales en el cerebro (en un solo movimiento evitando dafiar el
tejido) para obtener tres partes iguales donde cada una de las secciones obtenidas, se colocd en un
casete diferente y rotulado. Las secciones se deshidrataron de la siguiente manera: se colocaron
durante una hora en agua destilada, y posteriormente en porcentajes crecientes de etanol (70, 80,
96 % cada uno durante una hora), mientras que al llegar al 100% se dejaron reposar durante toda
la noche. Al dia siguiente, se realiz6 la aclaracién de los tejidos; para esto, se elabord con
soluciones de etanol al 100% - xilol 50-50% y xilol durante una hora cada uno. Para la infliltracion,
los cerebros se sumergieron en parafina liquida a 48°C durante 1 hora.

Una vez transcurrido el tiempo dentro del recipiente con parafina, los casetes fueron

colocados en los moldes en direccion a facilitar la localizacion de los nicleos hipocampo, corteza
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y estriado. Se agrego parafina liquida al molde del tejido hasta el limite de su capacidad, evitando
que el tejido se mueva, una vez que el tejido se ubico en la posicion ideal se colocé la tapa del
casete sobre el molde y se afiadié méas parafina, y se dejaron enfriar a -4°C durante 15 minutos,
una vez cerciorado que los bloques se encontraban uniformes se desmontaban con precaucion del
molde. Al culminar la inclusion de cada casete, cada uno fue cortado en un microtomo (Leica) para
obtener cortes sagitales con un espesor de 5 um; posteriormente, fueron montados en laminillas

gelatinizadas al 3 %.

5.6. Técnicas bioquimicas

5.6.1 Inmunohistoquimica para inflamacion

Para medir el proceso infamatorio, se determind por medio de inmunohistoquimica
acoplada a fluorescencia, la presencia de la proteina TNF-a. Los cortes se desparafinaron con xilol
y rehidrataron con alcohol en concentraciones decrecientes. Una vez culminados esos dos procesos
las laminillas se sometieron a un lavado en PBS 1X al 5%, posteriormente, se dibujo con parafina
una barrera alrededor del tejido, para poder afadir 100 xL de albimina sérica de bovino (BSA)
libre de 1gG al 3%, durante 2 horas en cAmara hiumeda a temperatura ambiente. Culminado el
tiempo, se realizaron mas lavados con PBS 1X cinco veces consecutivas y se afiadié Triton X-100
al 0.2 % a un pH de 7.4 durante 10 minutos.

Posterior a esto se realizaron nuevamente lavados con PBS 1X cinco veces consecutivas y
se afiadio el anticuerpo primario anti- TNF-a (Sigma-Aldrich) a una dilucion 1:100 en BSA por

24 h a 4° C. Una vez terminada la incubacion, los cortes se lavaron para después ser incubados
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con el anticuerpo secundario Alexa 488 (Jackson Immuno) a una dilucion de 1:200 en albimina a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 2 horas. Nuevamente, las laminillas se lavaron 5
veces con PBS y finalmente se montaron con Vecta-Shield conjugado con DAPI.

Para analizar y observar resultados de inmunorreactividad en hipocampo, estriado, y
corteza se realiz6 a una magnificacién de 63X, por medio de un Microscopio Confocal NIKON
C2 plus con software de captura NISS- Elements, perteneciente al Instituto de Fisiologia de la

BUAP. Las fotografias se tomaron con el apoyo del biélogo José Luis Cordova.

5.6.2 Cuantificacion de nitritos por la técnica de Griess

El dia del sacrificio, se obtuvo el hipocampo, estriado y corteza prefrontal de las ratas de
estudio y estos fueron almacenados en tubos y congelados a -70 ° C. Para la cuantificacion de
nitritos, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente, se afiadieron 500 pl de PBS 1 X a
pH a 7.4 al tejido y se homogeneizaron durante 1 minuto en un espacio frio, posteriormente, se
afiadieron 500 pl mas. Estas muestras se centrifugaron en una centrifuga refrigerada a 12000 rpm
durante media hora, culminado el tiempo, se recupero el sobrenadante y se almacend a -20 ° C
durante toda la noche.

Primero, se realizd una curva de calibracion de NANO? con Una concentracion de 0.1 uL y
un aforo de 200 xL de agua destilada. Para las muestras se llevo a cabo la reaccién agregando 50
ul de muestra (sobrenadante), 50 x/ de H20 y afiadiendo 100 / de reactivo de Griess en oscuridad,
dejando reposar durante media hora. La absorbancia se midié con un filtro de 540 nm en un

espectrofotometro Multiskan-Thermo Labsystems.
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5.6.3 Proteinas de totales de Bradford

La cuantificacion de proteinas totales se determind por el método de Bradford. Se realizo,
una curva de calibracion con BSA en una concentracion de 0 a 7 uL por pozo aforando a 10 xL de
agua destilada. Para las muestras se llevo a cabo la reaccion agregando 10 u/ de muestra y 200 ul
de reactivo de Bradford, dejando reposar 10 minutos en oscuridad. La absorbancia se midié con
un filtro de 620 nm en un espectrofotdmetro Multiskan-Thermo Labsystems, una vez obtenidos
los valores la concentracion de proteinas fue obtenida a través de la curva de calibracion a partir

de la densidad oOptica de la muestra con la curva de calibracion de la BSA.

5.6.4 Analisis estadistico

Con el uso del software GraphPad Prism 10.1, se evaluaron los datos experimentales de
cada prueba, estos fueron analizados con una ANOVA de unavia seguido de una prueba de

post-test Bonferroni. Donde en cada prueba se considerd quep < 0.05 era significativo.

6 Resultados
6.1  Efecto de la administracion de la combinacién de BE con EtOH y AM 251 en la

disminucién de niveles de nitritos.

El ON ha sido caracterizado en la actualidad en el desarrollo de dependencia fisica , en el sindrome
de abstinencia, de diferencias sustancias adictivas y también se encuentra implicado en efectos

neurotdxicos. Es por esta razdn que se evaluaron los niveles de nitritos empleando de manera
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indirecta de medida a la produccién de ON, en hipocampo, estriado y corteza evidenciando una
disminucion de nitritos en los grupos administrados con el farmaco AM 251, en los tres nucleos,
los grupos que fueron administrados con BE y EtOH separadas y también bajo la combinacion de

ambas bebidas que podemos ver en las figuras 1A, 1By 1 C.
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6.2  Efecto de la administracion de la combinacién de bebidas energizantes con alcohol

y AM 251 sobre la conducta de campo abierto.

Los modelos de experimentacion fueron sometidos a la prueba de campo abierto para la
evaluacion de ansiedad figura 1, se realizaron después de haber administrado 7 dias el antagonista
en el dia 60 de la administracién continua con SSI, BE y EtOH solas y combinadas. Con esta
prueba se cuantifico el tiempo de locomocion de los sujetos durante 10 minutos, en la figura 3A
se muestran los resultados del tiempo de cuadros visitados donde se puede observar que el grupo
BE presenta una diferencia significativa respecto a los demas grupos al recorrer mas cuadros, asi
mismo se puede destacar que el antagonista si genero un efecto importante con respecto a los
cuadros visitados, ya que en el grupo BE + Anta se observa una disminucién al nimero de cuadros
visitados, mostrando que los receptores CB1 estan produciendo una accion importante sobre la
conducta motora del modelo animal, los resultados que se muestran en la figura 3B representa el
namero de erguidos que realizo el animal, los grupos administrados con el antagonista muestran
una diferencia a los que no fueron administrados demostrando que el bloqueo de los receptores
CB1 demuestra una disminucién de la conducta ansiosa ya que el roedor administrado con el
antagonista no buscaba salir de la caja, en la figura 3C se analizan las veces que paso por el centro,
donde se presenta una diferencia significativa con relacion al grupo administrado con el
antagonista mostrando una disminucién del estado ansiogénico de la rata en diferencia a los grupos

administrados con las bebidas.
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Figura 2. Campo abierto Realizada en una. de 60 cm de ancho por 60 cm de largo con paredes oscuras y
60 cm de largo, dividida en nueve cuadros marcados de 20 cm de ancho por 20 cm de largo cada uno durante 10 min.
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6.3 EL TRATAMIENTO CON AM 251 DISMINUYE LA
INFLAMACION EN CEREBRO.

Al evaluar la inmunohistoquimica por fluorescencia de TNFa se observd un incremento
significativo en la inmunorreactividad positiva de TNFa que se puede observar en la figura 5. Lo
que demostraria que existe una actividad de citocinas proinfla matorias no obstante los grupos que
fueron administrados con el antagonista no muestran una alta reactividad positiva a esta citocina

figura 4, a diferencia de los grupos que fueron administrados con las bebidas solas donde si se ven

marcas ligeras y aumentadas en los grupos donde las bebidas fueron combinadas.

SSI +AM251 . BE + AM251

ETOH + AM251 BE+ ETOH BE+ETOH +AM251

Figura 4. Fotomicrografias correspondientes a la inmunohistoquimica para TNFa en las regiones de Giro Dentado
(GD), de hipocampo donde se observa la presencia de la disminucion de la inmunorreactividad en los grupos
administrados con AM 251, las marcas verdes representan inmunorreactividad a TNFa y las marcas de color azul a
DAPI. Tomadas con un objetivo de 40X
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. SSI+AM251 . BE + AM251

.
ETOH ETOH + AM251 BE + ETOH BE + ETOH + AM251

Figura 5. Analisis morfolégico del ndmero de orden dendritico CPFm Ill. Fotomicrografias
correspondientes a la inmunohistoquimica para TNFa en las regiones de Cuerno de Amon (CA) de hipocampo donde
se observa la presencia de una mayor inmunorreactividad en el grupo BE+EtOH las marcas verdes representan
inmunorreactividad a TNFa y las marcas de color azul a DAPI. Tomadas con un objetivo de 40X

ETOH + AM251 BE + ETOH BE + ETOH + AM251

Figura 6. Analisis morfolégico del ndmero de orden dendritico CPFm Ill. Fotomicrografias
correspondientes a la inmunohistoquimica para TNFa en las regiones de Ventriculo lateral (LV) de estriado y corteza,
donde se observa la presencia de una mayor inmunorreactividad en el grupo BE+EtOH las marcas verdes representan
inmunorreactividad a TNFa y las marcas de color azul a DAPI. Tomadas con un objetivo de 40X
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Para comprobar que el efecto de antagonizar al R CB1, se observo que su administracion
disminuye la expresion de TNF- o por la inactivacion del receptor CB1. El grafico Ay C muestra
que el efecto de inflamacion del TNF- o disminuye significativamente mediante el bloqueo del

receptor CB1 por AM-251, mientras que en el B si tenemos una diferencia pero es menor.
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7 Discusién de resultados

Existen maltiples factores que generan a un consumidor de bebidas alcohdlicas y
energizantes ya sea sociales, deportivos y econdémicos, lo que ha fomentado dafios en la salud, de
jovenes y adultos. Esto ha conllevado a la comunidad cientifica a buscar un tratamiento eficiente
debido a la prevalencia de enfermedades cardiovasculares, dafio neuronal y hepatico los cuales han
sido asociados al consumo de estas bebidas. (Garcia-Villacorta et al, 2019, Glasinovic, 2014,
Ahumada-Cortez et al, 2017). Hoy en dia se han desarrollado varios tratamientos para combatir el
alcoholismo y las afecciones que lo componen, a través de campafias de prevencion en las cuales
se incluye a las bebidas energizantes debido a su mal consumo en deportistas que los ha llevado a
tener problemas cardiacos o hasta incluso resultados letales, otros recursos que se utilizan para
tratar el alcoholismo suelen ser las técnicas motivacionales que buscan la desintoxicacion del
afectado, sin embargo cuando el consumo es cronico estos programas suelen generar un cuadro de
abstinencia en los cuales algunos centros de ayuda recurren al uso de sustancias en funcion de las
caracteristicas y necesidades del paciente, para poder estar preparados o tener una precaucion de
un cuadro de abstinencia, suelen recurrir esencialmente a la administracion de benzodiacepinas (
Haro, G 2003), sin embargo también han hecho uso del clometiazol aunque, también se ha
recurrido a farmacos como la gabapentina o el topiramato, como coadyuvantes de la
desintoxicacion. (Ochoa M. et al 2009).

Hoy en dia se han desarrollado varios tratamientos para combatir el alcoholismo y las
afecciones que lo componen, a través de campafias de prevencion en las cuales se incluye a las
bebidas energizantes debido a su mal consumo en deportistas que los ha llevado a tener problemas

cardiacos o hasta incluso resultados letales, otros recursos que se utilizan para tratar el alcoholismo
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suelen ser las técnicas motivacionales que buscan la desintoxicacion del afectado. (Haro, G 2003)
Diversos estudios bioquimicos han permitido evidenciar que los endocanabinoides tienen
influencia sobre los efectos y del abuso del alcohol, uno de los méas caracteristicos es Rimonabant
0 SR 141716 que ha mostrado tener potencial para el tratamiento del ansia, en 1997 Arnone y
compafieros demostrado que puede reducir la ingestion de etanol en ratones C57BL/6 los cuales
fueron expuestos a cuatro sesiones de 6 h bajo un experimento de dos botellas donde las ratas
tenian la opcién de beber en botellas con alcohol o con agua (Arnone 1997) Sin embargo la prueba
de eleccidn de botellas a pesar de ser relacionada a ser una prueba buena debido a su relacion de
la eleccion voluntaria del roedor a la eleccion humana de elegir el acceso a la bebida, esta prueba
puede tener inconvenientes como la pérdida del control en el consumo, sobre todo si se encuentra
mas de una rata en la caja ya que a pesar de que la botella de alcohol este vacia no se sabe si el
consumo fue porte de una o las dos ratas, y en cuanto el agua la misma situacion, es por eso que
el presente estudio busco generar un modelo de alcoholismo y consumo de bebidas energéticas
bajo la administracion con dosis a partir de su peso, donde la administracion se llevd a cabo con
ayuda de una canula de acero para poder asegurar que la rata a consumido estas bebidas, el cual es
efectivo gracias a que las ratas no poseen vesicula biliar y no pueden vomitar (Mamani, 2020)

La prueba de campo abierto se selecciond debido a las ventajas que presenta ante otras
pruebas que comprometen la integridad de los animales de laboratorio, esta demostrd que la
locomocidn incrementa en los animales que fueron tratados con BE y BE +EtOH, a diferencia de
los grupos administrados con el antagonista que disminuyo en el nimero de cuadros visitados,
mientras que hubo una menor actividad motora con base al namero de erguidos realizados por el
grupo que fue administrado con BE+ AM 251 demostrando una disminucion en el estado

ansiogénico del modelo, este resultado puede ser relacionado a la distribucion cerebral de los
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endocannabinoides y el receptor CB1 porque implementa algunas funciones modulares como la
actividad de neurotransmisores y la regulacion del comportamiento motor el cual interactta con
dopaminay GABA (Atance & Ruiz 2000).

Es por esta interaccion que puede relacionar con el estado ansiégenico de los grupos
administrados sin el antagonista a diferencia de la disminucién al administrarlo ya que la ansiedad
se ha visto involucrada bajo la desregularizacion de estos neurotransmisores, ya que se ha
reportado que el etanol es un reforzador positivo relacionado en la activacion de la funcion
dopaminérgica, datanceonde el etanol aumenta la tasa de disparo de neuronas dopaminérgicas en
el area ventral tegmental (Gessa, et al 1985) asi mismo la exposicion al EtOH provoca cambios
en la composicion y funcion de la subunidad GABA a del cerebro de los roedores, lo que
desempefia un papel crucial en los sintomas de abstinencia y la dependencia del EtOH. Diversos
autores han relacionaron que existe un aumento de la liberacién de DA, con la potenciacion de la
transmision de glutamato y la disminucion de la actividad inhibitoria de GABA. Ahora bien, se
sabe que la actividad de sefalizacion del sistema endocanabinoide, puede mediarse en los
receptores CB1 de una neurona presinaptica, que puede bloguear la liberacion de glutamato o
GABA (Pava & Woddward 2012, Ridley et al 2013) lo que seria la razon por la cual DA aumenta
favoreciendo que bajo el consumo cronico de EtoH desencadene la estimulacion de receptores
opidceos (1 y 9), generando una liberacion elevada de dopamina, que provoca estimulacion
excesiva de los receptores dopaminérgicos del tipo 2 (D2) estimulando la necesidad del consumo
descontrolado de etanol favoreciendo el estado ansiogénico del modelo ( Wise & Borazth, 1987,
Samson & Harris 1992, Finn, & Crabbe, 1997, Vetreno 2011), en este estudio al antagonizar al
CB1 impedimos esta accion permitiendo la liberacion de GABA, el cual inhibe la secrecion de

dopamina (Bogusz, 2008).
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En 1980, se introdujo un conjunto de biomarcadores para medir niveles de ROS y NOS los
cuales permiten realizar la medicion de estrés oxidativo o nitrosativo, (Mafion, et al. 2016). En esta
investigacion se pudo evidenciar un aumento de nitritos en los grupos que fueron administrados
con ambas bebidas ya sea combinadas o separadas. Esto se puede deber principalmente a el
metabolismo oxidativo del EtOH ya que libera pequefias cantidades de anion superéxido pero solo
en condiciones fisioldgicas, pueden ser reducidas por enzimas y sustancias antioxidantes. Cuando
las dosis superan este estado fisiolégico, se produce la activacion de CYP2E1 generando grandes
cantidades de anidn superdxido. Pero como se necesita reducir estas moléculas y se encuentran en
altas cantidades se genera una sobre activacion del complejo CYP2E1 pero en consecuencia este
consume altas tazas de oxigeno al generar un hipermetabolismo lobular e hipoxia pericentral. Lo
que induce al factor nuclear kappa B (NFKB), que incrementa la sintesis de ERO y aumento de la
produccién de ON en busqueda de compensar la hipoxia. (Soto, M. & Miranda, 2020). Asi mismo
este aumento puede deberse a que se ha descrito que pacientes con alcoholismo crénico indice
gliosis y neuroinflamacién debido a la activacion del sistema innato con ayuda de los TLR 4 de
las células gliales. (Pla Rodriguez, 2014). Cuando el organismo se encuentra ante una prominente
gliosis, se ha descrito que en el SNC ocurre un incremento en el namero de células gliales que
expresan NOSi (Hunot et al., 2001). Asi mismos como se menciond anteriormente en presencia
de DA NO se sintetiza en altas cantidades, este activa selectivamente las ERK-1/2 en células
gliales, el cual tiene un papel importante en la produccion de TNF- a que es una citoquina inducida
en procesos inflamatorios por esta razon sé realizaron inmunohistoquimicas para analizar la
cantidad de estas citoguinas en nuestros tejidos y si existié una disminucion, en este analisis se
observo que el grupo que recibio alcohol y BE mostré una mayor inmunorreactividad a TNFa

tanto en la corteza como en el hipocampo en comparacion con el alcohol o la BE sola, esto podria
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deberse al aumento de liberacién de glutamato ya que las metilxantinas del BE aumentan la
liberacion de glutamato por la accidn sobre los receptores A2 y también a que el consumo de
ETOH, participa en el estrés oxidativo en las neuronas del hipocampo, que potencia la actividad
inflamatoria a través del aumento de TNF- « y otras citocinas (Tiwari & Chopra 2013, Diaz et al,
2016). Sin embargo, al administrar el antagonista la presencia de esta citoquina inflamatoria
disminuyo significativamente lo cual sugiere que dicho efecto efectivamente requiere de la
activacion del receptor CB1, ya que la dopamina tiene un papel crucial para su activacion.
Aunque cabe resaltar que todos los grupos que fueron administrados con EtOH no
mostraron una correcta tincion de nucleos, los cuales fueron tefiidos con la molécula sintética
4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) que es uno de los marcadores especificos del ADN mas
populares que se une al ADN bicatenario (Beckman Coulter, 2000), cuando la molécula de
DAPI se une al ADN, su fluorescencia azul se incrementa notablemente, no obstante en los
grupos con EtOH esta tincidn no se logra percibir como los demas grupos, a excepcion de los
que fueron administrados con el antagonista puesto que a estos grupos si se pueden visualizar
los ndcleos, esto puede estar relacionado en gran parte al EtOH que es ingerido y que se
metaboliza a acetaldehido en el higado mediante la alcohol deshidrogenasa citosolica (ADH), el
sistema microsomal de oxidacion del etanol (MEOS) y la catalasa de los peroxisomas
Posteriormente, el acetaldehido es oxidado a acetato gracias a la aldehido deshidrogenasa
(ALDH). Cuando ADH  metaboliza a EtOH, esta enzima utiliza nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD + ) como cofactor, que provoca una reduccion de NAD + (NADH) y
acetaldehido que se caracteriza por ser reactivo y toxico y este compuesto a través de uniones
covalentes a proteinas, lipidos y é&cidos nucleicos busca generar aductos derivados del

acetaldehido que pueden dafiar la estructura y funcion de estas macromoléculas ( Mauch et al.
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1986)

En 2018 Garaycoechea y colaboradores trabajaron con un modelo de ratones que carecia
de la enzima ALDH, que los hacia incapaces de metabolizar el acetaldehido en acetato su
investigacion demostro que la acumulacion de acetaldehido producia inestabilidad en el genoma
y roturas en la doble cadena del ADN. Y, aunque la presencia de dafios en el ADN estimulaba a
los mecanismos de reparacion de la célula, también daban lugar a reorganizaciones
cromosdmicas (Garaycoechea et al. 2018) y en base a esto podemos inferir que esta podria ser
la razon por la cual no quela de manera correcta el DAPI. Ahora bien, la ALDH clase 2 es una
enzima que metaboliza eficientemente el acetaldehido producido durante el metabolismo del
EtOH (Soto, M. & Miranda, 2020).

Diversos autores han evidenciado la ALDH-2 que puede ser inhibida por ERO y ERN
debido a que pueden generar una modificacion de la cisteina en su sitio catalitico y sobre todo
porque el sitio activo de la ALDH-2 también puede tener cambios por mecanismos dependientes
e independientes de ON (Beg et al, 2016), el cual se puede relacionar a los datos que se

obtuvieron en nitritos, se tuvieron cantidades significativas en los nucleos a evaluar.
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8 Conclusion

1. La administracién de un antagonista del receptor CB1 a dosis 0.1 mg/kg muestra
una disminucion de la conducta ansiosa y el estrés nitrosativo en la evaluacion en las pruebas
conductuales y la prueba echas en ratas de la cepa wistar.

2. La combinacién de bebidas energizantes y etanol es peligrosa para la salud.

3. El alcoholismo cronico en combinacidn con bebidas energizantes favorece un
estado ansiogénico en los sujetos de estudio, demostrado en su aumento en la actividad del campo

abierto.

9 Perspectiva:
e Utilizar técnicas que permitan determinar la cantidad de neurotransmisores GABA y DA en

los grupos.
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