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¢La exposicion cronica al alcohol
induce neurodegeneracion
en el Sistema Nervioso Central de la rata?

Karla Herndndez-Fonseca,' Paula Martinell,’ Cosette Reyes-Guzmdn,' Milagros Méndez!

ABSTRACT

Background
Chronic alcohol exposure is associated to neurotoxic and neurodegen-
erative mechanisms that lead to several cognitive and memory dys-
functions. Alcoholinduced damage depends on ethanol consumption
patterns. Prolonged alcohol exposure induces damage in distinct brain
regions (prefrontal, perirhinal, entorhinal and parahippocampal corti-
ces, thalamus, hypothalamus, hippocampus and cerebellum) in both al-
coholic patients and animal models of alcoholism. However, brain areas
of the drug reinforcement and reward circuit have not been investigated.

Objective
To investigate if chronic alcohol exposure induces neurodegenerative
damage in the rat brain, particularly in the mesocorticolimbic system
and the amygdala.

Method

Male Wistar rats were exposed to ethanol (10% v/v) or water by oral
consumption during 30 days. In another set of experiments, animals
similarly treated with ethanol were withdrawn from the drug for 24
and 48 h. At the end of the treatments, animals were sacrificed, whole
blood samples were obtained and the brains were removed. A fluores-
cence marker (Fluoro-Jade B) was used to assess neurodegenerative
damage in the brain. Blood alcohol concentration was evaluated by
spectrophotometry.

Results
We observed a low number of Fluoro-Jade B positive cells in different
brain regions, including the piriform cortex, frontal cortex of associ-
ation, caudate-putamen and dorsal thalamus. No differences were
found between chronic alcohol or ethanol withdrawn groups versus
control animals.

Discussion and conclusion
Our results suggest that chronic alcohol exposure does not induce neu-
rodegeneration under the present experimental conditions. Alcohol
blood concentrations attained during treatment may not be sufficient
to induce cell death.

Key words: Alcohol, ethanol, chronic treatment, cell damage, neu-
rodegeneration.

Articulo original

RESUMEN

Antecedentes

La exposicién crénica al alcohol se asocia con procesos neurotdxi-
cos y neurodegenerativos relacionados con disfunciones cognitivas y
de memoria. El dafio inducido por alcohol depende de los patrones
de consumo de etanol. La exposicién prolongada al alcohol induce
dafio en distintas regiones cerebrales (cortezas prefrontal, perirrinal,
entorrinal y parahipocampal, télamo, hipotdlamo, hipocampo y ce-
rebelo) en pacientes alcohdlicos y modelos animales de alcoholismo.
Sin embargo, no se han estudiado las regiones cerebrales asociadas
con el circuito de reforzamiento y recompensa de drogas de abuso.

Obijetivo
Investigar si la exposicién crénica al alcohol induce dafio neurodege-
nerativo en el cerebro de la rata, en particular en el sistema mesocor-
ticolimbico y la amigdala.

Método
Ratas Wistar macho fueron expuestas a etanol (10% v/v) o agua por
consumo oral durante 30 dias y se les privé de la droga por 0, 24 y
48h. Los animales fueron sacrificados y se les extrajo la sangre tron-
cal y el cerebro. Para evaluar el dafio neurodegenerativo, se utilizé el
marcador fluorescente Fluoro-Jade B. La concentracién de alcohol en
sangre se defermind por espectrofotometria.

Resultados
Se observé un escaso nimero de células positivas a Fluoro-Jade en
las cortezas piriforme y frontal de asociacién, el caudado-putamen y
el talamo dorsal. No se encontraron diferencias entre el tratamiento
crénico o la privacién de alcohol versus el grupo control.

Discusién y conclusién
La exposicién crénica al alcohol no indujo neurodegeneracién en las
condiciones utilizadas en este estudio. Probablemente, las concentra-
ciones de alcohol en sangre alcanzadas durante el tratamiento no
fueron suficientes para inducir muerte celular.

Palabras clave: Alcohol, etanol, tratamiento crénico, dafo celular,
neurodegeneracién.
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ANTECEDENTES

El uso y abuso del alcohol (etanol) es un factor de riesgo
para la salud que puede desencadenar una dependencia a
la droga. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Sa-
lud,’ el abuso y la dependencia al alcohol ocupa el tercer lu-
gar de riesgo para la salud a nivel mundial. Se ha estimado
que contribuye en 4% al riesgo global de muerte en el mun-
do, encontrandose apenas por debajo del tabaquismo. Los
paises donde el consumo de alcohol representa mas del do-
ble de riesgo que el promedio global son los latinoamerica-
nos (incluyendo México) y los de la ex-Unién Soviética.? En
México, alrededor de 46.3% de la poblacion de entre 12y 65
afos ingiere bebidas alcohdlicas. Este porcentaje correspon-
de a una cantidad aproximada de 34 millones de mexicanos.
De este total, alrededor de cuatro millones presentan patro-
nes de abuso o dependencia al alcohol. De ellos, un millén
y medio requiere atencién en clinicas para desintoxicacién
y rehabilitacién. En nuestro pais, tres de cada diez personas
reciben algtn tipo de tratamiento, lo que representaria un
costo de mil 200 millones de pesos anuales para el Estado
mexicano.’

El patréon mas frecuente de consumo de alcohol en Mé-
xico corresponde a cantidades muy elevadas en periodos
cortos (consumo alto por ocasién). Lo anterior posiciona
a México entre los paises con mayor incidencia de padeci-
mientos y trastornos asociados a la ingesta de alcohol. Se ha
estimado que el abuso de alcohol por si s6lo representa 9%
del total de las enfermedades en nuestro pais.*

El consumo de alcohol representa un riesgo asociado con
al menos 60 trastornos o complicaciones médicas, entre las
que figura la cirrosis, seguida de problemas cardiovasculares,
renales, diabetes, trastornos neuropsiquidtricos, neoplasias
de boca, eséfago e higado, y homicidios o muertes por acci-
dentes.? Las variaciones en la proporcion de muertes atribui-
bles al consumo del alcohol se deben a la cantidad absoluta
de alcohol ingerido, asi como a los patrones de consumo.

Dado que el consumo de alcohol se ha incrementado
considerablemente en nuestro pais en los tltimos afios, es im-
portante conocer los efectos y mecanismos de accién de esta
substancia en el organismo, particularmente en el cerebro.

La adiccién al alcohol es un trastorno crénico que se
caracteriza por la basqueda y el uso compulsivos de la subs-
tancia, la pérdida de control en el consumo de la droga y
el surgimiento de un estado emocional negativo cuando se
impide el acceso a ésta (sindrome de abstinencia). El abuso
y dependencia al alcohol es un sindrome que puede des-
cribirse como un proceso ciclico de tres etapas: intoxicaciéon
(uso de dosis elevadas de la droga en periodos breves, binge
drinking), privacion (estado afectivo negativo) y anticipa-
cién (compulsion por la droga), que lleva nuevamente a la
intoxicacion. Las tres etapas interaccionan entre si, se vuel-
ven cada vez mas intensas y finalmente conducen al estado
patolégico conocido como adiccién.’
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En el cerebro de los mamiferos existe un sistema neu-
ronal que regula los efectos de los estimulos naturales que
permiten la supervivencia de las especies (alimento, agua y
sexo). Este sistema, conocido como circuito de reforzamiento
y recompensa, es afectado también por otro tipo de estimu-
los no naturales, como las drogas de abuso.*® Este circuito
neuronal comprende al sistema dopaminérgico mesocorti-
colimbico (drea tegmental ventral [ATV], ntcleo accumbens
[NAcc] y corteza prefrontal [CPF]) y al ntcleo central de la
amigdala.®’ El etanol incrementa la frecuencia de disparo
de las neuronas dopaminérgicas (DAérgicas) en el ATV, lo
que resulta en una liberacién potenciada de dopamina (DA)
en el NAcc.! Este evento es fundamental en los efectos re-
forzadores del alcohol y otras drogas de abuso. Ademas de
la DA, el etanol afecta otros sistemas de neurotransmisores
y neuromoduladores en el cerebro, incluyendo el acido ga-
ma-aminobutirico (GABA), el glutamato, la serotonina y los
péptidos opioides.®”

Asimismo, el alcohol afecta varias funciones en el orga-
nismo, incluyendo la regulacién de la temperatura, la coor-
dinacién motora y el comportamiento, el ciclo circadico y los
patrones de suefio. Conductualmente, el alcohol surte efec-
tos bifasicos que se han observado tanto en animales como
en humanos. Dosis bajas de etanol inducen estimulacion
locomotora en animales, lo que equivale a una activaciéon
psicomotora y euforia en humanos. Dosis altas de etanol
disminuyen la actividad locomotora e inducen sedacion."

El uso excesivo de alcohol puede ocasionar dafos es-
tructurales y funcionales en el cerebro, los cuales se han
evidenciado en individuos alcohélicos mediante diversas
técnicas, como resonancia magnética nuclear (RMN) y to-
mografia por emisién de positrones (TEP). En estos estudios
se ha observado una reduccion en el peso y el volumen del
cerebro de pacientes alcoholicos, asi como un incremento en
el tamafio de los ventriculos y una reduccién en el grosor de
la corteza cerebral.’*® Asimismo, se ha observado que las
regiones cerebrales que sufren mayor dafio en estos pacien-
tes son la corteza cerebral (prefrontal, perirrinal, entorrinal
y parahipocampal), el tdlamo, el hipotalamo, el hipocampo
y el cerebelo. La regiéon cortical que parece afectar invaria-
blemente el alcohol es la corteza frontal. El dafio a estas es-
tructuras se asocia con un amplio rango y variedad de dis-
funciones cognitivas y de memoria.

Las alteraciones en las funciones neuroldgicas que se
observan comunmente en los pacientes alcohélicos com-
prenden déficits en la resolucion de problemas abstractos, el
aprendizaje verbal y visual-espacial, la memoria y las habi-
lidades motoras.*® Sin embargo, existen pacientes alcohdli-
cos con alteraciones hepaticas graves, ademas de los déficits
mencionados. Estos individuos muestran un estado de salud
mas deteriorado, ya que presentan el sindrome de Werni-
ke-Korsakoff."*'® Esta enfermedad neuroldgica se asocia con
una deficiencia de vitamina B1 (tiamina). La fase aguda de
este sindrome es la encefalopatia de Wernicke, que se carac-
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teriza por confusion mental, discapacidad en la organizacién
espacial, ataxia y pérdida de la memoria a corto plazo. Los
sintomas de esta fase disminuyen o desaparecen con la absti-
nencia y la administracion de altas dosis de tiamina. Alrede-
dor de 25% de las personas que presentan la encefalopatia de
Wernicke desarrollan graves alteraciones de memoria, lo que
caracteriza al sindrome o psicosis de Korsakoff.!s

La gravedad del dafio ocasionado por el consumo de
alcohol depende de varios factores, entre los que se encuen-
tran la predisposicién genética, el género, la edad de inicio
del consumo de la droga y el tipo de alimentacién. Sin em-
bargo, los factores de mayor influencia son los patrones de
consumo de alcohol (frecuencia y cantidad consumida) y el
tiempo que se mantienen estos comportamientos.'”%%

En roedores, los niveles de alcohol en sangre que se al-
canzan y las variaciones de éstos en funcion del tiempo son
afectados por un gran nimero de factores, como la cepa de
los animales, la edad, el género, el estado prandial, la dosis,
la duracion de la exposicion y la via de administracién del
alcohol.” Algunos autores han sugerido que las alteraciones
neurolégicas inducidas por el alcohol podrian deberse a la
pérdida de neuronas, lo que induciria muerte neuronal.’*

Algunos estudios han reportado que la administracién
de etanol in vivo a roedores produce dafio dependiendo del
protocolo utilizado. Sin embargo, no todos los estudios han
mostrado dafio neuronal por alcohol.?* Por ejemplo, el tra-
tamiento crénico con alcohol con dieta liquida a 9% durante
cuatro meses induce una reduccién en el niimero de células
hipocampales de la regiéon CA1.” El consumo de etanol a
22% durante 12 meses induce la pérdida de neuronas coli-
nérgicas en varias regiones del cerebro anterior basal, entre
las que el septo medial y la banda diagonal de Broca son las
mas afectadas.” Otros estudios han mostrado que, cuanto
mayores son la cantidad de alcohol ingerida y el tiempo de
exposicién a la substancia, aumenta la gravedad y la exten-
sién del dafio en el cerebro.”'>!82? 28 Estos trabajos revelan
que las regiones cerebrales presentan una vulnerabilidad
diferencial a los efectos neurodegenerativos del etanol, por
lo que hay zonas que se ven inmediatamente afectadas con
dosis moderadas de etanol, mientras que otras dreas no
muestran dafio a pesar de estar continuamente expuestas
a cantidades elevadas de la substancia. En roedores, las re-
giones mas vulnerables al dafio inducido por alcohol son
la corteza cerebral (regiones frontal, piriforme, perirrinal y
entorrinal), las regiones CA1y CA3 del hipocampo, el bulbo
olfatorio y el cerebelo.’#%%%%2 A pesar de que se ha descrito
el efecto neurotéxico del alcohol en distintas regiones del ce-
rebro, no se conoce si las dreas que forman parte del circuito
de reforzamiento y recompensa del etanol son vulnerables
a los efectos neurotoxicos de la droga. Por ello, el objetivo
del presente estudio fue investigar los efectos neurodegene-
rativos de la exposicién crénica al alcohol en diferentes re-
giones del cerebro de la rata, haciendo énfasis en el sistema
DAérgico mesocorticolimbico y la amigdala.
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METODO
Tratamiento de los animales

Ratas macho Wistar de edad adulta (180-200g) mantenidas en
un ciclo de luz-obscuridad de 12 h (7:00-19:00 h) fueron tra-
tadas crénicamente con una solucién de etanol al 10% (v/v)
por 30 dias. Los animales tuvieron libre acceso al alimento y
al agua (grupo control) o a la solucién de etanol como tnica
fuente de liquido. Se registraron diariamente el peso de los
animales y la cantidad de liquido y alimento consumidos a
lo largo del tratamiento. En una serie paralela de animales,
se reemplaz6 la solucién de etanol por agua durante 24 y 48
horas posteriores al tratamiento crénico. Esto se hizo con el
fin de estudiar un grupo de ratas privadas de la droga. Al
término del tratamiento, las ratas (8/grupo) se sacrificaron
por decapitacion; se obtuvo el cerebro y se colect6 la sangre
troncal. Los cerebros fueron congelados inmediatamente y
mantenidos a -70°C hasta su posterior andlisis. La sangre fue
procesada para la obtencién de plasma, el cual fue manteni-
do en refrigeracién. Los experimentos se llevaron a cabo de
acuerdo con el reglamento del Comité de Etica del Instituto
Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mudiiz y de la
National Institute of Health Guide for the Care and Use of La-
boratory Animals (NIH Publications No. 80-23, revised 1996).

Procesamiento del tejido

A partir de los cerebros de los animales se obtuvieron cortes
coronales (20pm) en un criostato (Leika CM3050), de acuer-
do con el atlas de Paxinos y Watson® (coordenadas desde
-6.80 hasta 5.70 mm, con respecto al bregma). Los cortes se
almacenaron a -70°C hasta realizar los siguientes analisis
histoldgicos: violeta de cresilo, Fluoro-Jade B y 4’, 6-Diami-
dino-2-Fenilindol Dilactato (DAPI). La integridad del tejido
se analiz6 mediante la tincidn con violeta de cresilo. Para es-
tudiar el proceso de neurodegeneracion, se utiliz6 la tincién
de Fluoro-Jade B. Los ntcleos celulares se identificaron con
la tincién de DAPL

Anadlisis histolégicos
Violeta de cresilo

Los cortes de tejido congelado fueron llevados a temperatura
ambiente de manera progresiva, hidratados y fijados en para-
formaldehido al 4%. Posteriormente, los cortes fueron lavados
con una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS), tefiidos
con violeta de cresilo (Sigma-Aldrich),” lavados y deshidra-
tados en soluciones seriadas de alcohol (60, 80, 95 y 100%).
Finalmente, los cortes se secaron, se introdujeron en xilol y se
montaron con medio de montaje Permount (Fisher Scientific).

Fluoro-Jade B y DAPI

Las células en proceso de neurodegeneracion se estudiaron
siguiendo el protocolo de Chemicon,* con algunas modifica-
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Figura 1. Efecto de la exposicién crénica al alcohol sobre la morfologia celular en el cerebro de la rata. Los ani-
males fueron mantenidos en condiciones ad libitum (A) o tratados crénicamente con etanol al 10% (v/v) (B) por 30
dias. Se obtuvieron cortes coronales de 20 pm de grosor y fueron tefidos con violeta de cresilo. A) corteza frontal
de un cerebro control; B) tdlamo mediodorsal de un cerebro con tratamiento crénico de etanol. Las imagenes se
capturaron a un aumento de 100x en un microscopio invertido.

ciones. Los cortes de tejido se deshidrataron a 50°C (30 min)
y se pasaron secuencialmente por alcohol al 80 y 70%. Pos-
teriormente, se lavaron y se cubrieron con permanganato de
potasio al 0.06% por 10 min, en agitacion suave y continua.
Después de este procedimiento, los cortes se lavaron nue-
vamente y se incubaron en obscuridad con una solucion de
Fluoro-Jade B al 0.0004% y DAPI al 0.0001% (en 4cido acé-
tico al 0.1%)* por 20 min. Finalmente, los cortes se lavaron,
se secaron a 50°C y se pasaron por xilol para ser montados
posteriormente con un medio de montaje Permount (Sig-
ma-Aldrich). Los cortes se observaron en un microscopio de
epifluorescencia (Olympus BX51) a una longitud de onda de
excitacion de 450-490nm (Fluoro-Jade B) o 358nm (DAPI).

Determinacion de alcohol en sangre

El plasma se obtuvo mediante la centrifugaciéon de la mues-
tra de sangre troncal en presencia de acido etilendiamino-
tetra-acético (EDTA) (6 mM final) (Sigma-Aldrich) por 30
min a 3000 rpm a 4°C. El sobrenadante se desproteinizé con
acido tricloroacético (TCA) 0.38N, segtn las indicaciones

para la determinacién enzimatica de etanol en fluidos bio-
16gicos.*

Para determinar los niveles de alcohol en sangre, se utili-
z6 un método espectrofotométrico de la actividad enzimatica
de la alcohol deshidrogenasa (ADH) (Sigma-Aldrich), segin
lo descrito por Poklis y Mackell,* con algunas modificacio-
nes. Este método cuantifica la produccién de nicotinamida
adenina dinucleétido reducido (NADH), cuya absorbancia
es detectada a una longitud de onda de 340nm. La reaccién
se llevo a cabo en presencia de una solucion amortiguadora
de glicina-hidracina 0.5 M, pH 8.8, NAD* (1.8 uM) y ADH
(1500 U/ml) durante 30 min. El cambio de absorbancia se
cuantificé en un espectrofotémetro (Thermo Spectronic, Bio-
Mate3). Los niveles de etanol en las muestras se calcularon
mediante la extrapolacion de las densidades dpticas en una
curva estandar de concentraciones conocidas de etanol.

Cuantificacion de células en degeneracién

Se analiz6 un total de 10-15 campos de 28 a 35 cortes por cere-
bro. Las células positivas a Fluoro-Jade B se identificaron en

Cuadro 1. Ndmero de células positivas a Fluoro-Jade B en distinas regiones cerebrales de ratas expuestas crénicamente al alcohol por

4 semanas
Control Etanol
Nomero Células positivas Regién Nomero Células positivas Regién
Rata de células positivas a Fluoro-Jade B con células positivas  Rata de células positivas  a Fluoro-Jade B con células positivas
a Fluoro-Jade B (%) a Fluoro-Jade B a Fluoro-Jade B (%) a Fluoro-Jade B
1 1 0.013 Corteza insular gra- 1 1 0.030 Corteza piriforme (he-

nular (hemisferio iz misferio derecho)
quierdo)

2 - - - 2 2 0.019 Caudado-putamen
(CPu) dorsal (hemisfe-
rio derecho)

3 - - - 3 1 0.18 Nicleo paraventricu-
lar del talamo

4 - - - 4 - - -
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Cuadro 2. Nimero de células positivas a Fluoro-Jade B en distintas regiones cerebrales de ratas expuestas crénicamente al alcohol por

4 semanas y privadas de la droga por 24 horas

Control Etanol + Privacién
Ndmero Células positivas Regién Nomero Células positivas Regién
Rata de células positivas  a FluoroJade B con células positivas  Rata de células positivas  a FluoroJade B con células positivas
a Fluoro-Jade B (%) a Fluoro-Jade B a Fluoro-Jade B (%) a Fluoro-Jade B

1 Z _ _ 1 _ Z Z

2 - - - 2 0.003 0.004 CPu dorsal (hemisfe-

rio izquierdo)

3 0.007 0.01 Nocleo taldmico me- 3 0.005 0.005 CA1 hipocampo (he-
diodorsal (hemisferio misferio derecho)
izquierdo)

4 - - - 4 - - -

distintas regiones cerebrales. De la misma manera, se conté
el namero total de nucleos tefiidos con DAP], lo cual corres-
ponde al ntimero total de células/campo/corte/cerebro. El
namero de células positivas a Fluoro-Jade B se expresa como
el porcentaje del total de nticleos cuantificados por DAPI. En
este estudio se evaluaron cuatro animales por grupo.

Andlisis estadisticos

Los datos de niveles de alcohol en sangre se analizaron por
medio de un ANOVA de dos vias, considerando el trata-
miento y el tiempo de privacién como fuentes de variacién.
Las diferencias entre grupos se determinaron con la prueba
post hoc de Tukey-HSD.

RESULTADOS

La exposicion crénica al etanol no altera
la morfologia neuronal

El anélisis histolégico de los cortes tefiidos con violeta de
cresilo mostré que el tratamiento crénico con alcohol no al-
tera la morfologia celular y que se preserva la integridad
neuronal (figura 1).

La exposicion crénica a etanol no induce
neurodegeneracion en el cerebro de la rata

La cuantificacién del ntimero de células positivas a Fluo-
ro-Jade B en los cortes provenientes de ratas control y trata-
das con etanol por 30 dias mostré un ligero efecto del alco-
hol en algunas regiones del cerebro de la rata (cuadro 1). En
este cuadro se especifica el porcentaje de células positivas a
Fluoro-Jade B, asi como las regiones cerebrales en las que se
identificaron. En los animales control observamos sélo una
célula positiva a Fluoro-Jade B en la corteza insular granular
de uno de los cerebros. En los animales tratados con alcohol
observamos células positivas a Fluoro-Jade B en la corteza
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piriforme, el caudado-putamen y el nticleo paraventricular
del tadlamo en tres de los cerebros. Estos resultados indican
que, en las condiciones experimentales utilizadas y dado el
escaso numero de células positivas a Fluoro-Jade B detecta-
do en el presente estudio, el alcohol no induce neurodegene-
racion en ninguna region del cerebro de la rata.

La privacién de etanol en ratas tratadas
crénicamente con alcohol no induce
neurodegeneracion en el cerebro de la rata

La cuantificacién del ntmero de células positivas a Fluo-
ro-Jade B en los cortes provenientes de ratas control y priva-
das de la droga (24 y 48h) después de un tratamiento crénico
con alcohol por 30 dias mostré un ligero efecto neurodege-
nerativo en algunas regiones del cerebro de la rata (cuadros
2y 3). En los cuadros se especifica el porcentaje de células
positivas a Fluoro-Jade B, asi como las regiones cerebrales
en las que se identificaron.

En los animales control de los experimentos de priva-
ciéon por 24h observamos una célula positiva a Fluoro-Jade
B en el ntcleo taldmico mediodorsal de uno de los cerebros.
En los animales tratados con alcohol y privados de la droga
por 24h encontramos células marcadas con Fluoro-Jade B en
dos de los cerebros. Las regiones en las que se localizaron
estas células fueron el caudado-putamen y la region CAl
del hipocampo (cuadro 2). Asimismo, observamos que dos
de los cerebros de los animales control de los experimentos
de privacién por 48 h presentaron células positivas a Fluo-
ro-Jade B en la corteza somatosensorial primaria y el nticleo
dorsal del rafé. En uno de los cerebros de animales tratados
con alcohol y privados de la droga por 48 h observamos una
célula marcada con Fluoro-Jade B en la corteza frontal de
asociacion (cuadro 3). El conjunto de estos datos indica que
la privacién de etanol en animales previamente expuestos
al alcohol por 30 dias no induce neurodegeneracion. En la
figura 2 se muestran imagenes de cortes con células positi-
vas a Fluoro-Jade B de animales tratados crénicamente con
etanol y privados de la droga por 24 y 48 horas.
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Cuadro 3. Numero de células positivas a Fluoro-Jade B en distintas regiones cerebrales de ratas expuestas crénicamente al alcohol por

4 semanas y privadas de la droga por 48 horas

Control Etanol + Privacién
Nomero Células positivas Regién Nomero Células positivas Regién
Rata de células positivas  a FluoroJade B con células positivas  Rata de células positivas o FluoroJade B con células positivas
a Fluoro-Jade B (%) a Fluoro-Jade B a Fluoro-Jade B (%) a Fluoro-Jade B
1 0.002 0.002 Corteza somatosen- 1 0.017 0.020 Corteza frontal de
sorial primaria  (he- asociacién  (hemisfe-
misferio derecho) rio izquierdo)
2 - - - 2 - - -
3 0.390 0.430 Nicleo rostral del 3 - - -
rafé (hemisferio de-
recho)
4 - - - 4 - - -

Figura 2. Efecto de la exposicién crénica a alcohol y la privacién
de la droga sobre la neurodegeneracion en el cerebro de la rata.
Los animales fueron mantenidos en condiciones ad libitum (A, Cy
E) o tratados crénicamente con etanol al 10% (v/v) (B, D y F) por
30 dias. Se muestran también imdgenes de cortes provenientes de
animales con fratamiento crénico y privados de la droga por 24 (C,
D)y 48 (E, F) h. Después del tratamiento se extrajeron los cerebros,
se obtuvieron cortes coronales de 20pm de grosor y se tifieron con
Fluoro-Jade B. Las células positivas a Fluoro-Jade B (sefialadas con
flechas) se encontraron en la corteza insular granular (A), el cauda-
do-putamen dorsal (B y D), el nicleo taldmico mediodorsal (C), la
corteza somatosensorial primaria (E) y la corteza frontal de asocia-
cién (F). Las imagenes se capturaron a un aumento de 400x.
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Niveles de alcohol en sangre de ratas
expuestas cronicamente a etanol
y privadas de la droga por 24 y 48 horas

Los niveles de alcohol en sangre en los animales tratados
crénicamente con etanol por 30 dias y privados de la droga
por diferentes tiempos fueron significativamente mayores
que los de los animales control (figura 3). El incremento
en los niveles de alcohol en sangre fue similar en los ani-
males tratados con etanol y en los privados de la droga
por 24h. Los valores promedio alcanzados fueron de 4.2
y 4.4 mg/dl, respectivamente. En contraste, los niveles de
alcohol detectados en los animales privados de etanol por
48h (valor promedio de 2.67 mg/dl) fueron menores que
los tratados con la droga por 30 dias y privados por 24h (fi-
gura 3). Los valores de concentracién de alcohol en sangre
en los animales control estan en el limite de sensibilidad
del ensayo.

DISCUSION Y CONCLUSION

El alcohol es una substancia que tiene una amplia gama de
efectos sobre diversos tejidos. Los dafios a la salud ocasio-
nados por el uso y abuso de esta droga son muy variados.
Entre los 6rganos y sistemas que se ven mas afectados se
encuentran el higado, los rifiones, el sistema gastrointestinal
y el Sistema Nervioso.*!1820%7

Los dafios ocasionados por el alcohol dependen de va-
rios factores, entre los que se encuentran la cantidad ingeri-
da, la duracion del periodo de intoxicacion, el nimero y la
duracién de eventos de abstinencia, asi como la ingesta de
otras substancias psicoactivas. También tienen una influen-
cia importante factores como la sensibilidad y vulnerabili-
dad ala droga, el estado nutricional, el género y la edad.”'®
El grado en que la salud de un individuo es afectada por el
uso y abuso de alcohol depende directamente de los factores
previamente mencionados, de manera que la magnitud de
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. O Etanol 10%

Niveles de alcohol en sangre (mg/dl)
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24
Tiempo de privacién (h)
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Figura 3. Niveles de alcohol en sangre de ratas expuestas crénicamente a etanol
por 30 dias y privadas de la droga por 24 y 48h. Los niveles de alcohol en sangre se
determinaron por un método espectrofotométrico de la ADH en el plasma de los ani-
males. Los valores se expresan como el promedio + EEM de 6-8 animales; *p<0.001
versus agua en los mismos tiempos. Se defectaron también diferencias significativas
en los niveles de alcohol en sangre entre los animales crénicos y crénicos con priva-
cién por 24h versus los animales crénicos con privacién por 48h (*p<0.001).

los dafios y la irreversibilidad de los mismos esta sujeta al
estado del individuo y a su historial con la droga.

Las alteraciones producidas por el etanol en el SNC
pueden conducir a una disminucién o pérdida de funcio-
nes cognitivas o motoras, lo que compromete la vida del
organismo. Algunos estudios en humanos y en modelos
animales han mostrado que exposiciones cortas a dosis altas
de etanol pueden producir lesiones moderadas en regiones
cerebrales especificas, aunque también se ha reportado la
desaparicién del dafio tras un periodo corto de privacién de
la droga (3-7 dias).”* En contraste, la exposicion cronica a
dosis intoxicantes de etanol afecta a la mayoria de las estruc-
turas cerebrales. A pesar de que existe una recuperacién del
dafio y de las funciones afectadas si se suspende el uso de la
droga, la reparacion no es total.’>184!

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican
que el namero de células positivas a Fluoro-Jade B es similar
entre los tratamientos. La ausencia de un niimero significa-
tivo de células fluorescentes en los cerebros de los animales
tratados con etanol con respecto a los controles podria de-
berse a que el protocolo de tratamiento con etanol utilizado
en este estudio no produce dafio en el SNC. Otra explicacion
de la ausencia de dafio es que las células hayan muerto antes
del momento en el que se obtuvieron las muestras de tejido,
ya que el Fluoro-Jade B s6lo marca las neuronas que se en-
cuentran en proceso de degeneracion.

La ausencia de células positivas a Fluoro-Jade B en los
cerebros de los animales tratados crénicamente con etanol
por 30 dias podria deberse a que los niveles de alcohol en
sangre producidos por las dosis de etanol consumidas no
alcanzaron concentraciones capaces de inducir dafio.??04
Es posible también que los niveles de alcohol en sangre no
se hayan mantenido elevados el tiempo necesario para pro-
ducir degeneracién neuronal.

salud mental Vol. 38, No. 3, mayo-junio 2015

En el modelo de tratamiento crénico desarrollado en
este estudio, los animales tuvieron como tnica opcién de
liquido la solucién de etanol al 10% (v/v). En estudios pre-
vios realizados en el laboratorio, observamos que durante
la primera semana del tratamiento las ratas consumen bajas
cantidades de alcohol, lo que se debe a la aversién natural
de los animales a la substancia. Sin embargo, a partir de la
segunda semana la ingesta de la droga aumenta progresi-
vamente, de manera que en el dltimo dia del tratamiento el
consumo de alcohol alcanza valores de 68 + 7.8 ml de etanol
(equivalentes a 5.4g de alcohol), lo que sugiere el desarrollo
de una tolerancia.®® A pesar de que el consumo de etanol en
el presente estudio fue de 30 dias, los niveles de alcohol en
sangre al término del mismo no alcanzaron valores elevados
(4.4 mg/dl en promedio). Después de 24 h de abstinencia al
etanol, las concentraciones de alcohol en sangre se mantu-
vieron en niveles similares a los registrados en los anima-
les crénicos, mientras que disminuyeron significativamente
después de 48 h de abstinencia. Es posible que las concen-
traciones de alcohol en sangre detectadas en los tres grupos
de animales de este tratamiento no hayan sido lo suficien-
temente elevadas como para considerarlas intoxicantes al
término del experimento.* Dado que en este estudio los ani-
males fueron incrementando progresivamente el consumo
de alcohol, es posible que las concentraciones de alcohol en
sangre hayan llegado a ser intoxicantes en etapas iniciales e
intermedias del tratamiento. Por lo tanto, es indispensable
realizar un curso temporal a fin de determinar la concentra-
cién de alcohol en sangre a lo largo del tratamiento.

Por otra parte, es posible que durante el tratamien-
to crénico y la abstinencia se hayan producido adaptacio-
nes metabdlicas en los animales. En este sentido, algunos
estudios han mostrado que la exposicién crénica a etanol
(tratamiento mayor a 24 dias) promueve la induccion del
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citocromo P450 2E1 (CYP2E1), lo que induce un incremento
en la tasa de metabolismo del alcohol.** Ademads, se ha ob-
servado que la isoforma 3 de la ADH contribuye a acelerar
el metabolismo del etanol cuando las concentraciones de al-
cohol en sangre son elevadas.® El hecho de que en nuestro
estudio se hayan mantenido niveles similares de alcohol en
sangre 24 h después de la privacién de la droga pareceria
no ser congruente con un incremento en la tasa metabdlica
del etanol ocasionada por la sobreactivacion del CYP2EL.
Sin embargo, se ha observado que la aceleracién del meta-
bolismo debida a CYP2E1 es relevante tnicamente a altas
concentraciones de alcohol en sangre (90-250 mg/dl),*
(Alderman et al., 1987). Los niveles de etanol en sangre re-
gistrados al finalizar el tratamiento crénico en nuestro estu-
dio se encontraban muy por debajo del rango en el que el
CYP2E1 acelera significativamente el metabolismo del alco-
hol. Estos datos sugieren que durante nuestro tratamiento
crénico ocurre una adaptacién metaboélica que podria con-
ducir progresivamente a la disminucion de la concentracién
de alcohol en sangre. De esta forma, los niveles de etanol en
sangre al término del tratamiento habrian alcanzado con-
centraciones a las que el CYP2E1 no es un factor que con-
tribuya de forma significativa al metabolismo del alcohol.
Como mencionamos anteriormente, es necesario realizar un
curso temporal de la concentracion de alcohol en sangre a lo
largo del tratamiento con el fin de monitorear los cambios
producidos. Es también importante estudiar la participaciéon
de otras enzimas implicadas en el metabolismo del alcohol
(i.e., ADH y catalasa).

La ausencia de un nimero significativo de células po-
sitivas a Fluoro-Jade B podria deberse a que el inicio de la
neurodegeneracion observada con este marcador precede al
tiempo en el que se realiz6 el andlisis histolégico. El dafio
inducido por alcohol puede desencadenar mecanismos de
muerte apoptética o necrética.®* El tiempo en el cual se
completan estos mecanismos de muerte depende del tipo
celular, del agente inductor y de la técnica de andlisis. Di-
versos estudios in vivo han reportado que el proceso apopté-
tico puede durar 1 h en células nerviosas de retina expuestas
a estaurosporina.®*® Estudios in vitro han mostrado también
que el proceso apoptético inducido por el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa, por sus siglas en inglés) en células fi-
broblésticas de ratén dura de 3 a 6 h, mientras que el dafio
inducido por cromato de potasio en células de laringe hu-
manas se lleva a cabo en un lapso de 24 h.%” Por otra parte,
la muerte necrética presenta un rango variable en la dura-
cion del proceso, observandose que se puede concretar en
tiempos mas cortos que la apoptosis.”®® Hasta el momento,
no existen estudios en los que se haya evaluado la duracién
de los procesos de muerte apoptética o necrética inducida
por etanol. Es importante recalcar que el proceso de dege-
neracién se activa en distintos tiempos dependiendo de la
susceptibilidad de las células. Por ello, es necesario realizar
un curso temporal de los efectos neurodegenerativos del al-
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cohol, lo que daria informacién mas precisa del momento en
el que se presenta la muerte.

El conjunto de datos obtenidos en este trabajo indica
que la exposicién crénica a etanol por 30 dias en ratas Wistar
no produce una neurodegeneracion significativa detectable
con el marcador Fluoro-Jade B al término del tratamiento.
Asimismo, la privacién de la droga después del tratamien-
to crénico tampoco genera un proceso de degeneracién que
pueda detectarse 24 o 48 h después de la dltima ingesta de
alcohol. Estos resultados sugieren la necesidad de realizar
otros estudios que permitan identificar de manera puntual
los cambios que se producen a lo largo de la exposicién
crénica al alcohol, en particular sobre la concentracion de
alcohol en sangre y proteinas asociadas al dafio neuronal.
Asimismo, consideramos importante realizar experimentos
con otras técnicas histolégicas (i.e., ioduro de propidio, TU-
NEL, etc.) que complementen la informacién obtenida en
este estudio. Finalmente, consideramos relevante investigar
la participacién de distintas enzimas implicadas en el meta-
bolismo del alcohol.
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