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Resumen

El sistema endocannabinérgico esta implicado en una gran cantidad de procesos
fisiolégicos y conductuales, regulando desde el sistema inmune hasta la adiccion a
sustancias. Para entender mejor su funcion moduladora, investigamos su
participacion en conductas como la ingesta de alcohol, la ansiedad y el dolor. El
objetivo del proyecto, es evaluar la ingesta de alcohol, la ansiedad y el dolor en
ratas machos y hembras y correlacionarlas con la expresion del receptor CB1 en la
CPF y el Nacc. Para evaluar dichas variables, se usé la plancha caliente para
evaluar dolor, el laberinto elevado y prevencion pasiva para medir ansiedad,
consumo de alcohol voluntario (experimento de leccidn de dos botellas) y Western
Blot para evaluar la expresion del receptor CB1. Se encontré una correlacion
positiva entre la expresion del receptor CB1 en la CPF y el consumo de alcohol en
ratas machos, una correlacion negativa entre la ansiedad y la expresion del receptor
CB1 en la CPF en hembras y como poblacion, otra correlacion negativa entre el
dolor y la expresion del receptor CB1 en la CPF en hembras. No se encontraron
diferencias significativas en el consumo de alcohol, ni en la latencia al dolor entre
los machos y las hembras, no obstante, si se encontré6 una mayor ansiedad en los
machos comparados con las hembras. Al ser agrupados por su nivel de ansiedad,
se encontré una diferencia significativa en la latencia al dolor entre las ratas
hembras ansiosas y no ansiosas. De igual forma, se encontré un mayor consumo
de alcohol en las ratas machos no ansiosos en comparacién con los no ansiosos.
La expresion del receptor CB1 en la CPF mostr6 una media més alta en los sujetos
No ansiosos en comparacion con los ansiosos, sucediendo lo mismo entre las
ansiosas y no ansiosas, sin embargo no hubo diferencias significativas. En
conclusién, se encontré que una mayor expresion en el receptor CB1 en la CPF,
correlaciona negativamente con la ansiedad y el dolor, pero de forma positiva con
la ingesta de alcohol.

Palabras clave:

Ansiedad, dolor, consumo de alcohol, CB1, ratas machos, ratas hembras.



Introduccion y antecedentes:

Datos de la Organizacion Mundial de la Salud (2010) afirma que el consumo
excesivo del alcohol, es uno de los principales factores de morbilidad, discapacidad
y mortalidad, causando mas de 200 enfermedades y provocando a nivel mundial
alrededor de 303 millones de muertes. La misma dependencia ubica a México en el
décimo lugar de consumo de alcohol, de entre los paises de la América Latina, con
una ingesta per capita de 7.2 litros; siendo la 4° causa de mortalidad (8.4%) a nivel
nacional (Medina-Mora 2012).

El abuso o dependia al alcohol en México, se incrementd de un 4.1 en el 2002
a 5.5% para el afio 2008. Cabe mencionar que hubo un mayor incremento en la
dependencia al alcohol en el sexo femenino, pasando de un 0.4% en el 2002 a 1.7%
en el 2008. En el caso del sexo masculino el incremento fue del 8.3% al 9.7%
(Secretaria de Salud, 2009). La principal droga por la cual motivaron a las personas
a solicitar tratamiento en el afio 2009 en los Centros de Integracion Juvenil (CIJ) fue
el alcohol (19.9%), seguido de la marihuana (15.6%), inhalables (14.1%) y cocaina
(12.5%). De igual forma, en los Centros Nueva Vida el 44.8% de los casos atendidos
se debieron a problemas con el alcohol seguida por la marihuana (24%) (Secretaria
de Salud, 2011).

Como ya se menciono, el consumo de alcohol trae serias consecuencias a la
salud y economia publica mundial. No obstante, otro padecimiento como la
ansiedad, también podria traer consecuencias en estos dos ambitos, ya que la
calidad de vida de las personas que la padecen disminuye, debido a los problemas
en la vida diaria ocasionados por el trastorno como: problemas del suefio, dolor de
cabeza, tension muscular, nduseas, nervios, fatiga, dificultad para concentrarse e
hiperalertamiento (Martin, 2003). En el caso de México, se estima que un 14.3% ha
presentado un trastorno de la ansiedad en algun momento de su vida (Nenelares,
citado en Sola, 2016).

Ante estos padecimientos y sus repercusiones en la salud publica, es necesario
seguir haciendo investigacion béasica y seguir generando informacion para
comprenderlas mas. Un posible sistema enddgeno candidato que podria subyacer

a los padecimientos mencionados es: el sistema endocannabinérgico.



1.1. Sistema endocannabinérgico

El sistema endocannabinoide esta compuesto por los receptores para
cannabinoides tipo 1 (CB1) y tipo 2 (CB2) (Matsuda, Lolait, Brownstein, Young &
Bonner, 1990; Munro, Thomas, & Abu-Shaar, 1993) endocannabinoides endégenos
sintetizados a partir de fosfolipidos de membrana celular y la maquinaria enzimatica
involucrada tanto en la sintesis como en la eliminacion de los endocannabinoides
(Hashimotodani, Ohno-Shosaku & Masanobu, 2007).

1.2 Receptores endocannabinérgicos

El CB1 y CB2 son receptores de siete dominios transmembranales
acoplados a una proteina Gio ampliamente distribuidos en el Sistema Nervioso
Central (SNC) (ver figura 1). Sin embargo, éstos receptores también estan
expresados en la periferia. Cuando el receptor CB1 es activado, las subunidades
“‘o” y “B-y” inhiben la actividad de la adenilato ciclasa, aumentan-ta—actividad de
canales de potasio e inhiben la actividad de los canales de calcio, respectivamente.
Como se observa en la Figura 2, esta segunda mensajeria da como resultado la

disminucion de la liberacion del neurotransmisor (Howlett et al., 2002).

Localizacion del receptor CB1 en el cerebro de rata.

Figura 1. Autorradiografia del CB1 en un corte sagital de una de cerebro de rata. Las partes mas
oscuras indican una mayor presencia del receptor CB1. Observamos una gran expresion del receptor
en el cerebelo, hipocampo y corteza. (Imagen tomada y modificada de Freund et al. 2003).



Se ha reportado, por ejemplo, que el CB1 puede modular de esta manera la
liberacion de GABA y Glutamato (Schlicker & Kathmann, 2001).

Mecanismo de accion del 2-AG
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Figura 2. Representacion esquematica de uno de los mecanismos por el cual el receptor CB1 ejerce
su efecto. La actividad postsinaptica dispara la entrada de Ca? a través de los canales de Ca?
dependientes de voltaje (CVC). Este Ca? activa a la diacilglicerol lipasa (DGLa) sintetizando
endocannabinoides a partir de diacilglicerol membranal. De igual forma, la actividad postsinaptica
puede llevar a la movilizacion de los endocannabinoides por la activacion de los receptores
metabotropicos del tipo | a glutamato (mGlu) que activan a la fosfolipasa C (FLC) la cual a su vez
genera diacilglicerol, posteriormente sera convertido en 2 — araquidonoilglicerol (2-AG) por la DGLa.

El 2-AG activa al receptor CB1 presinaptico. Al activarse el receptor reduce la liberacion del
neurotransmisor. (Imagen obtenida y modificada de Castillo et al., 2012). 3

1.3. Endocannabinoides

Los endocannabinoides mas estudiados son el N-araquidonoyletanolamina
0 Anandamida (AEA) (Melis, Muntoni y Pistis, 2012) y 2-arachidonylglicerol
(Mechoulam, 1995) (Ver figura 3). Son sintetizados a demanda en la postsinapsis y
actian como mensajeros retrogrados, es decir, regulan la liberacién presinaptica,
como ya se vio anteriormente (Castillo, Younts, Chavez & Hashimotodani, 2012). La

Oleamida es otro endocannabinoide descubierto en el liquido cefalorraquideo en



gatos privados de suefio, descubierto en los 90°s, el cual es capaz de inducir suefio

en gatos (Cravatt et al., 1995).

Sintesis y degradaciéon de la AEA 'y 2-AG
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Figura 3. Vias de sintesis y degradacién de los encannabinoide mas estudiados. Del lado izquierdo
observamos a la Anandamida, mientras del lado derecho vemos al 2-AG (imagen tomada y
modificada de Hashimotodani et al., 2007).

El sistema endocannabinoide esta implicado con un incremento en el
consumo de sustancias de abuso como la marihuana (Tanda, Munzar & Goldberg,
2000) y el alcohol (Colombo, Serra, Vacca, Carai & Gessa, 2005). De manera
interesante, este sistema también se ha asociado con una disminucién al dolor
(Murillo Rodriguez et al., 2001) y la ansiedad (Bergamashi et al., 2011). Lo que
sugiere que un mecanismo comun gue subyace a cada una de ellos podria ser el
sistema endocannabinoide. Entonces, una vez abordado las generalidades del
sistema endocannabinérgico ahora se hablar4d de una de nuestras variables de

interés: trastorno por consumo del alcohol.



2.1Trastorno por consumo de alcohol

El trastorno por consumo de alcohol se presenta, segun el manual

diagndstico y estadistico de los trastornos mentales, DSM-V (APA, 2013) cuando:

1. Se consume alcohol con frecuencia en cantidades superiores o durante un
tiempo prolongado (por Io menos 6 meses).

2. Hay un deseo persistente o esfuerzos infructuosos de dejar de consumir
alcohol.

3. Se invierte mucho tiempo en actividades para consumir el alcohol o
recuperarse de él.

4. Ansias desmedidas por consumir alcohol.
Consumo recurrente de alcohol que lleva al incumplimiento de deberes de la
vida cotidiana como en la escuela, trabajo o el hogar.

6. Consumo continuado a pesar de padecer problemas sociales o
interpersonales persistentes provocados por el alcohol.

7. El consumo provoca el abandono o reduccion de importantes actividades
sociales, profesionales o de diversion.

8. Se consume alcohol en presencia de un riesgo fisico.
Se continda con el consumo a pesar de estar consciente del dafio fisico o
psicolégico provocado por el alcohol.

10. Se presenta la tolerancia

11.Hay sindrome de abstinencia

El alcohol es un depresor del sistema nervioso central, dada su accion
facilitadora sobre los receptores GABA del tipo A. Para producir sus efectos sobre
una persona, la concentracion en sangre del alcohol debe ser entre 5-10 mmol/L
(Katzung, 2001). Sin embargo, el alcohol a diferentes concentraciones en sangre,
produce distintos efectos conductuales, psicoldgicos o fisioldgicos. Por ejemplo: en
concentraciones bajas, el sujeto presenta euforia y desinhibicion. Conforme los
niveles van en aumento, se presentan conductas como disminucion en los reflejos,
falta de coordinacion motora, el habla se dificulta ya que el sujeto arrastra la lengua.

En concentraciones que van de entre 43 mmol/L a 65 mmol/L en los humanos se



produce vomito y se puede caer en estupor. Por ultimo, en concentraciones a partir
de los 109 mmol/L (o 6 g/l), el sujeto puede entrar en un paro respiratorio y morir
(Grilly, 2002).

Tabla 1. Concentracién de alcohol en sangre (CAS) por cada trago con aproximadamente
12 g de alcohol puro o etanol. (Datos obtenidos de Brailowsky, 1995).

No.de | % de alcohol en | % de alcohol en
tragos sangre (g/l) sangre (g/dl)

Efectos fisicos y psicolégicos

-Sin efectos evidentes.

1 0.2a0.3 0.02a0.03 -Ligera elevacion del estado de
animo.

-Sensacion de relajacion y calor
-Disminucién del tiempo de

2 0.5a0.6 0.05a0.06 reaccion.

- Disminucién en la coordinacion
fina.

-Alteracion ligera del equilibrio,
habla, vision y oido.

3 0.8a0.9 0.08 a 0.09 - Sensacion de euforia.

-Pérdida de la coordinacion motora
fina.

-La coordinacion y el equilibrio se
4 lalz?2 0.1a0.12 dificultan.

-Alteracion del juicio critico.
-Alteracion mayor del control fisico
5 l4albs 0.14a0.15 y mental.

-Habla y vision dificiles.

-Pérdida completa del control motor
-Se requiere de ayuda para

7 2 0.2
moverse.
-Hay confusiéon mental.
10 3 03 -Intoxicacion severa. N
-Control consciente minimo.
-Inconsciencia.
14 4 04 -Umbral del estado de coma.
17 5 0.5 -Coma profundo.
20 6 0.6 -Muerte por depresion respiratoria.

Gramos (g), litro (1), decilitro (dl).

El alcoholismo es una enfermedad incluida en el DSM-V que puede traer
consecuencias a corto, mediano y largo plazo en la vida de cualquier persona. Como
ya revisabamos anteriormente, el alcohol puede llevar a la muerte en caso de que

Su concentracion en sangre sea a hiveles muy elevados (p. €j. 5 g/l). No obstante,
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un sujeto no consume niveles tan altos para morir, pero si para entrar en un estado
de intoxicacion y por periodos prologados. Esto le trae consecuencias negativas en
el &mbito familiar, escolar o laboral. Entonces, surge aqui una pregunta: ¢,por qué
los seres humanos consumen alcohol aun conociendo sus efectos negativos? Para
contestar a esta pregunta y dar una respuesta ante un problema de origen
multifactorial, es necesario involucrarse tanto en los factores medioambientales
como en la neurobiologia del consumo de alcohol, no obstante, en este trabajo nos
enfocaremos en un punto neurobioldgico y colocar una pieza en el rompecabezas

del trastorno por consumo de alcohol.
2.2. Neurobiologia del consumo por alcohol

La via mesolimbico-cortical es el sistema al cual se le atribuye principalmente
la mediacion de los efectos reforzantes que ejercen sustancias de abuso como el
alcohol o la cocaina (Wise, 1989). Este sistema se conforma principalmente por el
area tegmental ventral (AVT), un area con neuronas principalmente dopaminérgicas
que proyectan al nucleo accumbens (NAcc). Este a su vez tiene proyecciones
GABAérgicas que llegan al AVT, cerrando un circuito de retroalimentacién negativa.
El NAcc también es regulado por proyecciones glutamatérgicas que se originan en
la corteza prefrontal (CPF), el hipocampo, y la amigdala. Otras moléculas que
también modulan la actividad del Nacc son opiaceos, endocannabinoides y la

norepinefrina (Nestler, 2005).

El AVT posee neuronas dopaminérgicas que proyectan sus axones hacia el
NAcc, en donde liberan dopamina. La liberacion de este neurotransmisor, se ha
asociado con una funcion determinante en el reforzamiento positivo y con el inicio
de la ejecucion de una conducta para conseguir el reforzador. Esta via es llamada
mesolimbica (ver Figura 4) (Volkow et al., 2012; Weiss, Lorang, Bloom y Koob,
1993; Wise, 2009). La forma de disparo de las neuronas dopaminérgicas también
modula de diferente manera la recompensa de las drogas, presentandose un
disparo fasico durante la recompensa y un disparo ténico durante los cambios en

las funciones ejecutivas que ocurre en la adiccion (Grace, 2000).

11



Sistema de recompensa

Opioides

Interneurona..«

Figura 4. Representacion esquematica de la inervacién dopaminérgica y opiacea hacia el NAcc.
AVT, area tegmental ventral; NAcc, nacleo accumbens, DA, dopamina. (Imagen tomada y modificada
de Nestler, 2005).

Se ha visto la participacién de la dopamina durante el condicionamiento
operante. Por ejemplo Wise y Schwartz (1981) limitaron la presencia de dopamina
y observaron una disminucion en la presion de una palanca para obtener comida,
agua o sexo. También se ha registrado que un reforzador, se vuelve ineficaz al tener
el sistema dopaminérgico bloqueado (Wise, 2004). Estudios llevados a cabo con
cocaina y metanfetamina, han asociado la administracion de ambas drogas al
incremento de la dopamina en regiones estriatales, en especial en el NAcc (Fowler
et al., 2008).

El Nacc tiene proyecciones, principalmente neuronas de espinas medianas
GABAérgicas, hacia el palido ventral, globo palido, nucleo entopeduncular, la
sustancia negra, nucleo rojo, hipotalamo lateral rostral, septum lateral nacleo cama
de la estria terminal, nlcleo predptico medial, AVT y el nucleo retrorubral. El Nacc
presenta un loop cortico-estriato-péalido-tadlamo-cortical, el cual ha sido asociado a
la conducta de ingesta, a la motivacion y a la adiccion. Entonces, el Nacc ha sido
asociado a un interfaz funcional entre el sistema limbico y motor, sugiriendo que
esta region tiene un papel fundamental en controlar los impulsos biolégicos para la
supervivencia y la reproduccion (Groenewegen y Russchen, 1984; Salgado y
Kaplitt, 2015).

12



Otras vias dopaminérgicas implicadas en el sistema de recompensa, son la
via mesoestriatal, la cual proyecta de la sustancia nigra (SN) al estriado dorsal, y la
via mesocortical, en donde los axones del AVT proyectan hacia la CPF (Volkow et
al., 2011).

Dentro de la via mesocortical, se encuentra la participacién de la corteza
orbito frontal (OFC), giro cingulado (GC) y la corteza prefrontal dorsolateral (CPFDL)
involucradas en la conducta motivada, inhibicion y control de la regulacion
emocional y la toma de decisiones. Cuando estas estructuras tienen un desempefo
deficiente, provocado por una regulacion a la baja del receptor D2, por ejemplo, los
adictos tienden a incrementar el valor motivacional hacia las drogas y llevarlos a
perder el control en su consumo (Volkow y Fowler, 2000). El Alcohol tiene un efecto
sobre las neuronas dopaminérgicas del AVT (Broddie et al., 1990), aumentando la
liberacién de la dopamina en el Nucleo Accumbens. Hay evidencias indicando que
el etanol por si mismo es capaz de excitar a las neuronas dopaminérgicas del AVT
aisladas, por lo cual, es probable que las neuronas del AVT no necesiten de la

mediacidn de otras neuronas para excitarse (Brodie et al., 1999).

Las neuronas opiodérgicas pueden regular la liberacién de dopamina de
forma directa e indirecta en el Nacc. Por un lado, se tiene la inhibicion de las
interneuronas GABAEérgicas propiciado por agonistas opiaceos, generando un
incremento de la dopamina en el Nacc al haber mayor disparo de las neuronas
dopaminérgicas (via indirecta) y, por el otro lado, se tiene el incremento de la
dopamina por la activacion de los receptores opiaceos en Nacc o AVT (via directa)
(Figura 4). Esta informacién concuerda con la induccion de Condicionamiento de
Preferencia de lugar, causada por la administracion de morfina en ambas regiones
cerebrales (Bozarth & Wise, 1981; Johnson & North, 1992; Wise, Leone, Rivest &
Leeb, 1995). Otro dato que apoya la participacion del sistema opiaceo en el sistema
de recompensa, son los resultados favorables en el tratamiento a la dependencia al
alcohol con la administracion de un antagonista opiaceo (Srisurapanont &

Jarusuraisin, 2005).
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Como ya se observo, otro sistema involucrado en el sistema de recompensa
y en el consumo de alcohol, es el GABAérgico. En este sistema parecen ocurrir los
principales efectos del alcohol, con la activacion de los receptores GABAAa del SNC.
Dichos receptores tienen un papel preponderante en la inhibicion del SNC, al
permitir la entrada de iones de cloro (Cl) a la neurona. Esto ultimo genera una
hiperpolarizacion cuyas consecuencias inmediatas consisten en la disminucién de
la actividad neuronal y la subsecuente disminucion en la liberacion de
neurotransmisores (Barnard et al., 1998; Boehm et al., 2004). Tal como se observa
en la figura 4, las interneuronas GABAérgicas inhiben a las neuronas
dopaminérgicas provenientes del AVT, esta inhibicion promueve una mayor
liberacién de dopamina en el NAcc provocando un efecto reforzante en el organismo
(Nestler, 2005). De manera interesante, los ratones suprimidos a la subunidad delta
de los receptores GABAAa (Knock out GABAA) parecen consumir menos alcohol que
los ratones integros (Mihalek et al., 2001). Lo anterior aporta otro indicio acerca de

la participacion de los receptores GABAa en los efectos reforzantes del alcohol.

2.3. Alcohol y el sistema endocannabinérgico

Como ya se menciond el sistema endocannabinérgico esta implicado en el
sistema de recompensa, por lo cual, se han llevado investigaciones para conocer
su participacion en la conducta motivada del consumo de alcohol u otras drogas.
Por ejemplo: anormalidades en el sistema, como aumento en la expresion de CB1
en el NAcc y una disminucion en la expresion de CB1 en la CPF a consecuencia de
sufrir estrés en los primeros dias posnatales, se ha reportado que incrementa el
consumo de alcohol en ratas machos, no obstante, otros sistemas como el de
glucocorticoides también se ve afectado por el estrés temprano, lo cual podria
generar o tener un efecto sinérgico sobre el organismo y llevarlo a ser mas propenso
a consumir alcohol (Romano-Lopez et al., 2016). Este modelo de separaciéon
materna, se asemejaria en los humanos a una privacion de cuidado materno en
edades tempranas, y como ha sido mostrado en otros experimentos (Odeon,

Andreu, Yamaguchi, Grosman & Acosta, 2015) hace mas proclives a las ratas de
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consumir mas alcohol. Modelos llevados a cabo en primates no humanos (Macacos
y monos Rhesus), también sugieren que la separacidon materna, ademas de
incrementar los niveles de cortisol, hace mas propensos a los primates de consumir
alcohol en su vida adulta, probablemente inducido por el estrés sufrido en la infancia
(Fahlke et al., 2000; Higley, Hasert, Suomi & Linnoila, 1991). El incremento del
consumo de alcohol a causa del estrés, se refuerza en otro estudio donde se
observé una mayor ingesta de alcohol en monos Rhesus, a causa de un estrés

sufrido por restriccion de comida (Pakarinem, Williams & Woods, 1999)

La participacion del sistema endocannabinérgico se refuerza con el hecho de
gue el bloqueo del CB1R con un antagonista llamado rimonabant reduce el consumo
voluntario (Dyr, Ligieza, y Kostokowski, 2008) la busqueda y la auto-administracion
de alcohol en ratas (Economidou et al., 2006). De igual forma, la carencia del
receptor CB1 (Knock out) en una cepa de raton (C57Black/6J) muy proclive a
consumir alcohol, lleva a los sujetos a consumir una menor cantidad de alcohol
comparados con los ratones intactos (Wang et al., 2003). Es importante resaltar que
ante la carencia del receptor CB1 no se libera dopamina durante el consumo de
diferentes drogas, como la morfina, la nicotina y alcohol. Lo mismo ocurre con el
bloqueo de dicho receptor a través de la administracion del antagonista SR141716
(Mascia et al., 1999; Cohen et al., 2002; Hungund et al., 2003). Cuando es
administrado un agonista sintético al receptor CB1 (CP55 940), parece ocurrir un
incremento en la motivacion para consumir alcohol en ratas Wistar, no obstante, el
efecto puede ser prevenido, con la administracion del antagonista SR141716
(Gallate, 1999).Es también importante sefalar que otras drogas, como la cocaina
(Soria et al., 2005), es capaz de liberar dopamina en ratones silvestres a CB1, pero

parece no inducir la busqueda de ésta, como ocurre en los ratones silvestres.

En un estudio posterior llevado a cabo por Colombo et al. (2002)
encontraron que los agonistas al receptor CB1, CP55-940 y Win 55,212-2, son
capaces de promover un incremento del consumo de alcohol. También se encontrd
en el mismo estudio, que los sujetos experimentales no mostraron un aumento en

el consumo de comida, agua o sacarosa, sugiriendo un efecto estimulante sélo ante
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el consumo de alcohol. También la Anandamida (cannabinoide enddgeno)
promueve la ingesta de alcohol en ratones; este efecto se pierde con la
administracion de SR141716 (Wang et al., 2003).

El incremento del consumo de alcohol esta asociado a una mayor
concentracion de alcohol en sangre, lo cual podria sugerir que la activacion del
receptor CB1 podria estar incrementando el set point del reforzamiento positivo
hipotético que controla el consumo de alcohol (Colombo et al., 2005). Es decir, al
incrementar el set point del reforzamiento, se estaria necesitando una mayor
cantidad de alcohol para el efecto reforzante. Blednov, Cravatt, Boehm, Walker y
Harris, (2007) aportaron evidencia de que la enzima catalizadora de la Anandamida,
la FAAH, también podria participar en el consumo de alcohol. Esto lo demostraron
en un tarea de eleccién de dos botellas, donde ratones machos sin la enzima FAAH
(Knock out FAAH) mostraron una mayor preferencia y consumo de alcohol
comparados con los silvestres. Por otro lado, las hembras no mostraron ninguna
diferencia significativa en la preferencia o consumo de alcohol, comparadas con su
grupo control, lo cual podria indicarnos que la presencia o ausencia de esta enzima

podria no modificar el consumo de alcohol en ellas.

En resumen, podemos decir que el ingerir alcohol provoca un estado de
reforzamiento positivo sobre el sujeto, mediado en forma principal por el circuito de
la recompensa que incluye a los sistemas dopaminérgico, GABAérgico, opiaceo y
endocannabinérgico. El efecto reforzante de las drogas una de las causas por la
cual se consume alcohol a pesar de su peligro. Sin embargo, es un fendmeno
multifactorial que también involucra causas externas, como factores sociales,

familiares etc.

No obstante, un factor interno que ha sido asociado al consumo de alcohol
es la ansiedad, ya que parece haber una prevalencia relativamente alta (a menos
en este estudio fue de 82. 5%) de pacientes con algun tipo de trastorno de ansiedad
y un alto consumo de alcohol (Smail, Stockwell, Canter & Hodgson 1984). Con
relacion a lo anterior, la hipdtesis de la “Reduccion tensional” propone que la

busqueda de alcohol es el resultado de una necesidad por disminuir los estados
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negativos del organismo por niveles altos de estrés o ansiedad. ElI hecho de
consumir alcohol podria reflejar las propiedades ansioliticas del farmaco y de esta
manera, los efectos del alcohol serian mas reforzantes en comparacion con sujetos

sin trastorno alguno de ansiedad (Cappell & Herman, 1972).
3.1. Ansiedad

La ansiedad es un estado emocional caracterizado por sentimientos de
preocupacion y aprehension, acompafiada de manifestaciones somaticas,
cognitivas y conductuales. Puede ser distinguida del miedo, ya que la ansiedad es
un estado no especifico de la conciencia enfocado a resolver la incertidumbre,
mientras que el miedo estd enfocado a una amenaza especifica. La ansiedad es
parte del repertorio conductual normal, y su importancia radica en la capacidad de
anticipacion para generar planes, estrategias y tacticas que dota al organismo para
hacer frente a situaciones adversas. No obstante, cuando es de una intensidad
desproporcionada al estimulo, es demasiado frecuente o aparece en contextos
inadecuados, puede afectar el funcionamiento normal del organismo; es en este
momento cuando se considera patolégica (Nuss, 2015). En este sentido, los
trastornos de la ansiedad, son caracterizados como manifestaciones extremas de

aspectos de la ansiedad normal (Gray y McNaughton, 2000).
El DSM-V (APA, 2013) clasifica los trastornos de ansiedad en:

1) Trastorno de ansiedad por separacion.

2) Mutismo especifico.

3) Fobia especifica.

4) Trastorno de ansiedad social (fobia social).

5) Trastorno de pénico.

6) Agorafobia.

7) Trastorno de ansiedad generalizada.

8) Trastorno de ansiedad inducido por sustancias/medicamentos.
9) Trastorno de ansiedad debido a otra afeccion médica.

10)Otro trastorno de ansiedad especificado.
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11)Otro trastorno de ansiedad no especificado.

A pesar de la diversa clasificacion de los trastornos de ansiedad, es muy

probable que compartan total o parcialmente, un sustrato neurobiolégico similar.

La ansiedad, es acompafada por cambios en los sistemas neuronales que
organizan diferentes respuestas conductuales ante distintas amenazas. Incluye
areas como la corteza prefrontal medial (CPFm), nudcleos amigdalinos e
hipotalamicos, hipocampo y la sustancia gris periacueductal (SGP) (Canteras,
Barbosa, Bertoglio, de Padua y Silveria, 2010).

3.2. Neurobiologia de la ansiedad

A pesar de que es dificil saber si en los modelos animales podemos observar
la ansiedad, dado su componente subjetivo, estudios de que evaluen la “reactividad
al estrés”, podrian ser vistos como un indice de ansiedad contextual. En este
sentido, experimentos de reactividad al estrés que miden la conductancia de la piel,
tasa cardiaca, respiracion, tension muscular o reflejo de sobresalto, podrian ser
considerados como una forma de evaluar la ansiedad (ver revision Crascke et al.,
2009).

Un mecanismo que podria estar relacionado con la ansiedad, parece
involucrar al ndcleo cama de la estria terminal (NCET). Esta estructura se encuentra
emparentada anatomica, neuroquimica, citoarquitectonica y embriolégicamente con
el nacleo central de la amigdala (una estructura relacionada a la regulacién del
miedo). Ambos nucleos pertenecen a la amigdala extendida, y reciben proyecciones
del nucleo basolateral (Walker, Toufexis, Davis, 2003). Shekhar y Keim (2000)
reportaron que con la administracion de un agonista a los receptores GABA A
(muscimol) disminuye la ansiedad. Esto ocurrido después de la administracion
cronica de Aliglicina en el NCET. Davis, Walker, Miles y Grillon (2010) también
relacionaron al NCET con la ansiedad en una prueba de condicionamiento clasico
al miedo, al notar que esta region responde preferentemente a la duracién

prolongada de los estimulos, resultando en algo que podria denominar ansiedad.
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También se ha adjudicado al sistema septohipocampal una funcion en la
ansiedad. Esta idea surge de la observacion de los efectos conductuales que
reflejan una reduccion en la ansiedad cuando se provoca experimentalmente una
lesion temporal 0 permanente en la region septal y/o hipocampal (Degroot y Treit,
2004; Gray y McNaughton, 2010). De acuerdo a lo anterior, el sistema septo-
hipocampal podria estar generando una respuesta de ansiedad a un conflicto
situacional cuando la estabilidad del medio o una conducta en desarrollo es
interrumpida subitamente, generandose un incremento del alertamiento y la
atencion, aumentando la recoleccion de informacion, que llevara al sujeto a resolver
la situacion conflictiva. Dicho en otras palabras, el conflicto ocurre cuando el sujeto

tiene que escoger entre dos distintas metas disponibles (Canteras et al. 2010).

La CPFm de igual manera, parece estar involucrada en respuestas
conductuales relacionadas a la ansiedad (Bishop, 2007). Por ejemplo, al someter a
sujetos experimentales a depredadores, al laberinto elevado en forma de cruz, a
ambientes novedosos, a estrés por restriccion o nado forzado, se ha visto un
incremento en la actividad de la corteza prelimbica, una subregion de la CPFm
(Sewards & Sewards, 2003).

Se han visto una activacion anormal de la CPFm en voluntarios sanos
durante la presentacion de estimulos de miedo (p €j. imagenes). La activacion de
esta region, se ha asociado a diferentes trastornos de ansiedad, es decir, tanto la
activacion por estimulos de miedo como por diferentes trastornos de ansiedad, se
superponen, sugiriendo el mismo sustrato neuroanatomico en ambos procesos
(Vertes, 2006).

La CPFm tiene conexiones directas con estructuras del tallo cerebral,
hipotalamo, nucleo del tracto solitario, la sustancias gris periacueductal, nucleo del
rafé dorsal y al AVT (Gabbott, Warner, Jays, Salway & Busby, 2005). De estas
regiones hay que resaltar a la SGP, la cual se retomara mas adelante y es una
region asociada con la transmision del dolor y el AVT region implicada en el sistema

de recompensa, como ya se menciono en el capitulo anterior.
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La estimulacion de la CPFm parece llevar a la baja cambios fisiolégicos que
correlacionan con la ansiedad, como la respiracion, ritmo cardiaco, piloereccion y
presion sanguinea. Es capaz de inhibir la respuesta cardiovascular inducida por la
estimulacién eléctrica del hipotalamo y la amigdala central (Canteras et al., 2010).
La influencia que tiene la CPFm sobre las respuestas autonémicas, se llevan a cabo
por las conexiones en las regiones hipotalamicas como en el nucleo
subparaventricular ventral (sub-NPV), nucleo hipotaldmico dorsomedial (HDM) y el
hipotalamo lateral (Van Eden y Bujis, 2000). La CPFm también participa en las
respuestas endocrinas de estimulos aversivos, modulando al eje Hipofisis-Pituitaria-
Adrenal (HPA) mediante las conexiones con el NCET o la region peri-NPV. Ademas,
la CPFm posee proyecciones hacia la SGP en donde puede disminuir la respuesta
conductual y autondmica a las entradas de estimulos emocionales (Van Eden &
Buijis, 2000).

3.3. Ansiedad y sistema endocannabinérgico

Algunos estudios sugieren la participacion del sistema endocannabinérgico
en la ansiedad, por ejemplo este sistema inhibe a las hormonas relacionadas con la
ansiedad, también porque los agonistas o la carencia del receptor CB1 parecen

producir ansiedad. Algunos estudios que han reportado esto son:

La administracion cronica de un agonista al receptor CB1 (HU-210), en un
modelo de ratas, puede modificar la liberacion de la hormona Factor Liberadora de
Corticotropina (CRF), hormona relacionada con el estrés pero también con la
ansiedad, los niveles de esta hormona aumentan durante un periodo de abstinencia,
sugiriéendonos que el receptor podria participar en la regulacion a la baja de la

hormona CRF (Rodriguez de Fonseca, Carrera, Navarro, Koob & Weiss, 1999).

Onaivi, Green y Martin (2012) administraron diferentes concentraciones de
THC en ratones, encontrando un efecto ansiogénico. Sin embargo, también se ha
observado que el consumo de dosis bajas de THC induce una disminucién de la

ansiedad (Ashton, 2001). Por otra parte se ha encontrado una disminucion
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significativa de la ansiedad en humanos, con una sola administracion de cannabidiol
(Crippa et al., 2004).

Martin, Ledent, Parmentier, Maldonado y Valverde (2002) hallaron altos
niveles de ansiedad en ratones carentes a CB1 (Knock out CB1) comparados con
los ratones silvestres. Esta observacion concuerda con lo ya reportado por Navarro
et al. (1997) quienes al administrar de forma aguda 0.3mg/kg de SR141716A
(antagonista al receptor CB1) a un grupo de ratas observaron una disminucién en
el porcentaje de exploracion en una prueba de brazos abiertos, probablemente

debido a un incremento en la ansiedad.

Los estudios llevados a cabo para relacionar la ansiedad y el sistema
endocannabinérgico se han realizado con la administracion de farmacos o modelos
Knock out y por esta razén, es necesario explorar la relacion entre la ansiedad y el
receptor CB1 sin que haya ocurrido modificacion alguna. Ahora bien, la ansiedad
modifica el funcionamiento fisiolégico de un organismo y, en consecuencia, causa
modificaciones conductuales o cognitivas, como el hiperalertamiento (Barlow,
2002). Este hiperalertamiento, pudiera provocar que en sujetos ansiosos se
presenten una menor atencion a otros tipos de sefiales externas o internas, debido

a gue estarian ocupados en busca de sefiales amenazantes inespecificas.

Una de las estructuras cerebrales que estéd implicada en la atencién, es la
CPF, perteneciente a la red atencional y que junto con la red atencional posterior,
regulan cual informacioén es relevante y cual no (Posner & Petersen, 1990). Esta red
se encarga de la planificacién, desarrollo de estrategias, resolucion del conflicto, y
situaciones que impliguen la generacion de una respuesta novedosa (Posner &
Dehaene, 1994). La ansiedad podria actuar como un “distractor cognitivo”,
provocando que la red anterior emplee mas recursos en ella y de esta manera
interferiria con la percepcion de otros estimulos externos o internos. Es decir, al
estar prestando mas atencion a la ansiedad (como si fuera un estimulo) el sistema

detectaria como menos relevantes otros estimulos, por ejemplo el dolor.
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4.1. Dolor

El dolor fue definido por la Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor
(IASP) como una experiencia sensorial o emocional asociada con dafios fisicos
potenciales o reales (Merskey & Bogduk, 1994). El dolor involucra a la percepcion,
debido a que es necesaria la capacidad de abstraccion y elaboracion de impulsos
sensoriales y por lo tanto, es necesario diferenciarlo de la nociocepcion. Esta ultimo,
implica la respuesta neurofisioldgica del organismo ante un estimulo nocioceptivo y
de esta manera no requiere de un procesamiento elaborado en comparacion con el
dolor (Millan, 1999).

El dolor constituye una alerta que tiene la funcion de proteger al organismo,
disparando reacciones hormonales e induciendo conductas aprendidas de evitacién
gue pueden disminuir el dafio potencial o una consecuencia dafiina (Le Bars et al.
2001). Dennis y Melzack (1983) argumentan que el dolor tiene por lo menos 3
funciones: hacer consciente al sujeto de la existencia de un dafio real tisular, advertir
a un sujeto de la probabilidad de que un dafio tisular puede ocurrir por la accién
continua de un estimulo y advertir a un grupo social de un dafio, tan pronto como

sea posible para cualquiera de los miembros.

Una vez definido al dolor, se debe hablar acerca de sus componentes

neurobiolégicos y su relacién con el sistema endocannabinérgico.
4.2. Neurobiologia del dolor

La propagacion del dolor comienza cuando los receptores nocioceptivos
son activados. Estos receptores se encuentran en la piel, mucosas, tendones,
musculos, tejido conectivo, mucosa, membranas y arterias, entre otros tejidos
(Mense, 1983).

Se han identificado por lo menos 3 tipos de receptores nocioceptivos
(Kandel, Schwartz, Jessell, y Agud, 2012):

1. Térmicos: activados por temperaturas mayores a 45 C°y menores a 5 C°.
2. Mecanicos: activados por la presion ejercida sobre la piel.
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3. Polimodales: activados por una alta intensidad mecéanica, quimica o térmica

A diferencia de los demas receptores, los receptores nocioceptivos son
terminaciones libres de una neurona sensorial primaria, y son fibras que reciben
informacion de todo el cuerpo. Las neuronas sensoriales que reciben la informacion
del cuerpo, tienen sus somas en los ganglios de la raiz dorsal ubicados en la regiéon
posterior de la médula espinal, mientras que la informacién sensorial proveniente
de la cabeza es recibida por el nervio trigeminal. Una vez recibida la informacion
sensorial en las terminaciones libres, puede ser trasmitida por 1 de los 3 tipos de
fibora. Dependiendo el tipo de informacién sensorial, es la fibra que lleva la
informacion (Kandel et al. 2012; Julius & Basbum, 2001):

1. Fibras AB: altamente mielinizadas y de rapida conduccién. Estas fibras
detectan estimulos inocuos en la piel, musculos, articulaciones. También
contribuyen a la propiocepcion.

2. Fibras Ad: son fibras predominantemente nocioceptivas. Se encuentran
ligeramente mielinizadas y transmiten el llamado “primer dolor”.

3. Fibras C: Son fibras nocioceptivas carentes de mielina. Llevan informacion
inocua sobre la temperatura y son los encargados de transmitir el “segundo

dolor”.

Una vez que las fibras de las neuronas sensoriales transfieren el impulso
eléctrico a las laminas I, Il, V y VI, ubicadas en los cuernos posteriores de la espina
dorsal, los axones de segundo orden llegan a formar parte del fasciculo anterolateral
o del fasciculo posterior, los cuales transmiten la informacion nocioceptiva a
diferentes regiones como el tronco cerebral, tAlamo, sustancia gris periaqueductal,
region parabraquial, formacion reticular de la médula, complejo amigdalino, nucleos

septales, hipotalamo, entre otros (Millan, 1999; Willis y Westlund, 1997) (Ver Figura 5).
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Transmision del dolor en el cerebro

Amigdala

Figura 5. Esquema ilustrativo de las redes neuronales implicadas en el dolor. Las flechas rojas
indican procesamiento sensorial, mientras que las azules procesamiento afectivo. CCA: corteza
cingulada anterior. CPF: corteza prefrontal. NAcc: ndcleo accumbens. NPB: ntcleo parabraquial. S1:
corteza somatosensorial primaria. S2: corteza somatosensorial secundaria SGP: sustancia gris
periaqueductal. (Imagen tomada y modificada de Cahill et al 2014).

La SGP es una estructura mesencefélica encargada de mandar informacion
descendente hacia el nacleo del rafé magnus (NRM). Los axones de la NRM
descienden hacia las astas dorsales, junto con los axones provenientes del Locus
coeruleus através de la porcion dorsal del funiculo lateral en donde ejerce un control
sobre la transmision del dolor al activar interneurons encefalinérgicas, las cuales
inhiben la liberacién de glutamato de la neurona periférica e inhiben a la neurona de
segundo orden de la sustancia gris de la médula espinal (Masson, 1999; Vanegas
y Schaible, 2004).

Con la administracién de morfina en la SGP, las neuronas de “encendido”
son inhibidas, mientras las células de “apagado” continuamente incrementan su
disparo. Cuando ocurre un estimulo nocioceptivo, las células encendido no son
activadas y por lo tanto no hay transmision del estimulo hacia el circuito espinal,
mientras tanto, las células de apagado no decrementan su tasa de disparo y
mantienen los circuitos espinales bajo una inhibicion (Hernandez & Vanegas, 2001;
Meng, Manning, Martin & Fields 1998;). Otro neurotransmisor involucrado en la
disminucién del dolor son los opioides, ya que al ser estimulada la SGP, ocurre la

liberacion de estos (Manning, Merin, Meng y Amaral, 2001). Estudios llevados a
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cabo en humanos con IRMf han observado un incremento en la activacion de la
SGP cuando los sujetos experimentales eran sometidos a un estimulo nocioceptivo
y a la vez eran distraidos del estimulo, es decir, con la tarea distractora se pretendia
focalizar su atencion hacia otro estimulo y de ésta forma disminuir su percepcion
hacia el estimulo doloroso. Al ocurrir una mayor activaciéon por parte de la SGP,
podria sugerir que ésta estructura tiene un papel importante en la disminucion del
dolor. (Tracey et al 2002).

El talamo es la principal estructura de relevo que dirige hacia la corteza
cerebral, informacién sensorial, ademas de recibir, integrar y transferir la
informacion nocioceptiva. Dependiendo desde que nlcleos talamicos se proyecte a
la corteza, es el tipo de informacion nocioceptiva procesada (Millan 1999). Por
ejemplo; los nucleos ventroposterior lateral (VPL), ventroposterior medial (VPM) y
ventroposterior inferior (VPI), parecen estar involucrados en estimulos térmicos y
mecanicos e incluso a los estimulos de frio. La proyeccion por parte del VPI hacia
la corteza somatosensorial secundaria (S2) sugiere un procesamiento afectivo, es
decir, aspectos cognitivos del dolor. El ntcleo VPL, también tiene conexiones a la
corteza somatosensorial, pero a diferencia del ntcleo VPI, envia sus axones hacia
la region primaria (S1) regidon responsable de la localizaciéon e intensidad del dolor
(Apkarian y Shi 1994; Rektor, Kanovsky, Bares, Louvel y Lamarche 2001;
Timmerman, Ploner y Haucke 2001).

Otra region a la cual proyecta el tAlamo, junto con la corteza del cingulo
anterior, es la insula. Esta estructura manda sus axones principalmente a la
amigdala, sin embargo, también tiene eferencias hacia la corteza prefrontal
relacionada a componentes afectivos, emocionales y de memoria. De igual forma,
la insula podria estar implicada en integrar informacién visceral, vestibular y tactil
(Picard y Strick 1996; Price, 2000).

Se le ha atribuido a la amigdala un papel importante para asignarle a
estimulos ambientales significativos, un aspecto afectivo, al ser un vinculo entre las
regiones cerebrales que procesan informacion sensorial y las areas involucradas en

la produccion de respuestas emocionales. Existe evidencia donde se sefala a la
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amigdala junto con la corteza del cingulo anterior, como regiones importantes que
juegan una funcion critica en el procesamiento de los componentes afectivos del
dolor (Bie, Brown & Naguib, 2011; Cahill et al., 2014).

El NAcc parece estar relacionado con el dolor ya que recibe proyecciones
directamente de la médula espinal y al estar ante un estimulo doloroso, la dopamina
liberada por el AVT, inhibiria la propagacion del dolor de regreso hacia la medula
espinal (Altier & Stewart, 1999; Burstein & Giesler, 1989). La administracion de
anfetamina en el NAcc, la cual incrementa la cantidad de dopamina en ésta region,
disminuye la respuesta al dolor (Thierry, Tassin, Blanc y Glowinski, 1976). Saade,
Atweh, Bahuth y Jabbur (1997) reportaron un decremento en la analgesia cuando
lesionaron el AVT y el estriado. Aunado a esto, si se activa eléctricamente el AVT
hay un incremento en la analgesia (Sotres-Bayén, 2001). También se ha observado
que el blogueo de los receptores D2 en el NAcc Shell, disminuye la antinociocepcion;
es decir, el umbral al dolor disminuye (Koyanagi, Himukashi, Mukaida, Shichino &
Fukuda 2008).

A la corteza del cingulo anterior, se le ha asociado con los cambios
subjetivos del dolor, es decir, cuando existe una manipulacion del dolor, se modifica
la actividad de la corteza del cingulo, lo cual parece indicar que ésta area se podria
encargar meramente de una dimension afectiva en contra parte de una dimension
sensorial, llevada a cabo por la S1. Las regiones dorsales y ventrales de la corteza
del cingulo anterior interactian con regiones frontales, como la corteza prefrontal.
Esta interaccion influye en las proyecciones descendientes que van hacia
estructuras subcorticales como la amigdala y la SGP (Hofbauer, Rainville, Duncan,
y Bushnell, 2001; Rainville, 2002). También se ha reportado una activacion
importante del sistema opioide en regiones de la corteza del cingulo anterior, NAcc
(ipsilateral) y talamo relacionada al dolor y a una baja intensidad afectiva. Mientras
gue la activacion ipsilateral del NAcc, tAlamo, amigdala y la SGP se ha asociado a
una baja intensidad sensorial. Lo anterior sugiere que la corteza del cingulo anterior,
contribuye independientemente de la sensacion de dolor a los cambios afectivos
sobre el dolor (Zubieta et al., 2001).
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La activacion cortical de S1 parece estar asociada al “primer dolor’
transmitido por las fibras Ad, mientras que el “segundo dolor” esta asociado a la
corteza del cingulo anterior. La region S2 muestra actividad bilateral con ambas
sensaciones. Esta activacion diferenciada puede reflejar las diferentes funciones
biologicas acerca de las estructuras. Mientras el primer dolor proporciona
informacion sensorial necesaria para una respuesta inmediata motora, el segundo
dolor provee de una atencion sostenida y una conducta motivada para limitar el dafio
y facilitar la curacién (Ploner, Gross y Timmerman, 2002; Ploner y Schnitzler, 2004).
Se ha involucrado a la corteza orbital ventromedial (COV) con la modulacion del
dolor, ya que esta region se conecta en un loop de retroalimentacion que involucra
a la medula espinal-ntcleo submedio talamico-COV-PAG-médula espinal. En un
estudio llevado a cabo en ratas, se activaron con morfina a los receptores opioides
p de la COV provocando un incremento en la analgesia. Este incremento en la
analgesia se podria deber a una inhibicion de las neuronas GABAEérgicas
localizadas en la COV, las cuales mantienen una inhibicion ténica en ésta region y
que proyectan hacia la SGP, por lo tanto, al ser inhibidas las neuronas GABAérgicas
por la activacidén opioide, las salidas de ésta region activarian a la SGP induciendo
un efecto analgésico (Xie, Wang, Hou, Jia y Tang, 2004). La lesion electrolitica o
microinyeccion de GABA en la COV provoca una reduccion en la analgesia (Lu,
Tang, Yuany Jia, 1996). Otro estudio llevado a cabo por Sheng, Qu, Hou, Duy Tang
(2009) aportaron evidencia sobre la participacion del sistema dopaminérgico en el
dolor mediado por la COV. Cuando administraron un agonista a los receptores D2
en la COV se produjo analgesia de manera dosis dependiente y a su vez, el efecto
fue erradicado con la preinyeccién de un antagonista a los receptores D2. Grachev
et al., (2002) mostraron evidencia de la participacion de la corteza prefrontal
dorsolateral (CPFDL) y de la corteza orbitofrontal (COF) en un estudio realizado en
humanos con resonancia magnética de espectrografia donde observaron una

activacion mayor en pacientes con dolor cronico en dichas regiones.
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4.3. Dolor y sistema endocannabinérgico

El sistema endocannabinérgico, parece modular la respuesta al dolor, ya
que la activacion de sus receptores disminuye la excitabilidad del nocioceptor
produciendo analgesia periféricamente (Ver figura 6) (Julius y Basbum, 2001).

Mecanismo de accion de los endocannabinoides en el dolor
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Figura 6. Cuando los nocioceptores son expuestos como producto de un dafio o una
inflamacion, su excitabilidad es alterada por una variedad de sefalizaciones intracelulares. En la
imagen observamos al receptor vaniloide 1 (VR1). La respuesta del VR1 al calor puede ser
potenciado por una interaccion directa del canal con metabolitos extracelulares de protones (H*) o
lipidos, como la Anandamida. Al activarse el receptor CB1 y disminuir la Adenilato Ciclasa (AC) lleva
a la baja la excitabilidad del receptor nocioceptor y produce analgesia. (Imagen tomada de Julius y
Basbaum, 2001).

Diversos estudios con administracion de distintos cannabinoides han
reportado los efectos analgésicos que pudieran tener. Por ejemplo, la estimulacion
eléctrica de la SGP mas especificamente las regiones dorsales, también parece
producir analgesia a traves de receptores CB1, con un incremento en la liberacion
de Anandamida. Esto se concluye dado que la SGP puede liberar Anandamida
cuando se presenta un estimulo doloroso (Walker, Huang, Strangman, Tsou Yy

Safiudo-Pefia, 1999). Caligno, La Rana, Guiufrida, y Piomelli (1998) reportaron una
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disminucién del dolor ante un dafio tisular con la administracion de los agonistas
anandamida y palmitoyletanolamina (PEA, de igual forma inyectaron los
antagonistas a los receptores CBl1 y CB2, SR141716A y SR144528
respectivamente, observandose un incremento en el dolor. Murillo-Rodriguez et al.,
(2001); reportaron un incremento en la latencia al dolor (analgesia) con la
administracion de 50 mg/kg de Oleamida en ratas. También la administracion L-
nantradol o desacetil-L-nantradol (cannabinoides “no clasicos”) en ratas, se ha
registrado un incremento de la antinocepcidon en pruebas como el “el retiro de cola”
y en la plancha caliente (Yaksh, 1981). La administracion oral o intravenosa de un
compuesto analogo del THC, el compuesto O-1057, tiene efectos antinocioceptivos,
incluso mayor al A-9 THC en una prueba de retiro de cola (Petwee et al., 2000). De
igual forma, la administracién de un agonista sintético como el WIN55212-2 de
forma intravenosa, disminuye la hiperalgesia (Li, Tang, Yuan y Jia 1999).

No solo la administracion periférica de un cannabinoide disminuye el dolor,
sino también la administracién de un agonista sintético como el compuesto HU210,
en una region directamente relacionada con el dolor como es la RVM. Y como ya lo
hemos en visto en distintos experimentos, éste efecto es inhibido por la
administracion del antagonista SR141716. El hecho de que disminuya el dolor por
administrar un cannabinoide, sugiere un mecanismo generador de la analgesia por
la activacion de las vias inhibidoras descendentes del dolor (Martin, Tsou y Walker
1998). Esta inhibicion en las células de la RVM fue demostrado por Meng y
Johansen (2004), donde al administrar WIN 55,212-2, en dicha region, las células
disminuyeron su tasa de disparo, provocando la disminucion de la algesia. Y

ademas, el efecto fue revertido con la administracion del antagonista SR141716.

Es importante mencionar que con la administracion de un cannabinoide,
principalmente A-9 THC o CP55940 de manera sistémica, podria existir un efecto
de dosis respuesta e incluso podria estar mediado tanto por el receptor CB1 y CB2
(Petwee, 1999; Petwee, 2000).

Un estudio llevado en ratones knock out a CB1, aport6 evidencia de una

posible diferenciacién en el cual, el sistema endocannabinérgico participa en la
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nociocepcion, ya que al someter a los sujetos a la prueba de retiro de cola no se
mostré una diferencia significativa con el grupo control, sin embargo, en la prueba
de plancha caliente, mostraron hipoalgesia en los ratones knock out comparados
con los sujetos controles. Esto sugiere que en los ratones transgénicos, la
nociocepcion involucrada en los reflejos espinales no se ve afectada, mientras la
nociocepcion dependiente de procesos mas complejo (supraespinal) si se vea
afectado. Estad distincion se puede hacer, dado los diferentes niveles de
procesamiento de nociocepcién que evallan las pruebas de tail flick y plancha
caliente (Franklin y Abbott, 1989; Zimmer, Zimmer, Hohmann, Herkenham, y Bonner
1999). El efecto de la anandamida como analgésico, también se ha visto que en
ratones sin la enzima encargada de degradarla (Knock out FAAH), presentan una
disminucién en la sensacién del dolor comparados con los ratones silvestres,
ademas de hipomotilidad e hipotermia. Este efecto de hiperanalgesia, como lo
podriamos denominar se revirtid6 con la administracién del antagonista al receptor
CB1 SR141716A (Cravatt et al 2001). Una vez establecido las relaciones entre las
variables y el sistema endocannabinérgico, se presentard el planteamiento del

problema.
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Planteamiento del problema

Se ha mostrado evidencia de que el sistema endocannabinérgico asi como
las diversas estructuras cerebrales discutidas en la introduccion estan implicadas
en la regulacién de la ansiedad y del dolor y hay evidencias que indican que también
en el consumo de alcohol; sin embargo, no se ha establecido la funcién de los
receptores CB1 de la corteza prefrontal y del nacleo accumbens en la ansiedad y el

dolor y su potencial correlacion con la ingestion de alcohol.

Justificacion

Dada la alta prevalencia en el pais del trastorno por consumo de alcohol
(5.5%), y de algun trastorno de ansiedad (14.3%), se debe continuar la investigacion
bésica que nos permita aclarar no solo la etiologia (p. ej. una variacion en la
expresion del receptor CB1), sino también las interacciones que pudieran tener
entre ellos u otras variables como el dolor, y asi identificar ciertas poblaciones
aparentemente susceptibles de tener ambos 0 uno solo de estos padecimientos.
De esta manera, el establecimiento de una correlacion entre la ansiedad el umbral
al dolor permitird usar estos parametros como indicadores de vulnerabilidad para el
consumo de alcohol. Asimismo, la correlacion entre la expresion del receptor CB1
en la corteza prefrontal y/o en el nlcleo accumbens, la ansiedad, dolor y el consumo
de alcohol, nos permitiran identificar poblaciones vulnerables al consumo de alcohol
mediante la identificacion de ciertos rasgos conductuales y expresion del receptor
CB1.

Preguntas de investigacion

¢La expresion del receptor CB1 en el NAcc y CPF, correlaciona con la ingesta de
alcohol?
¢ La expresion del receptor CB1 en el NAcc y CPF, correlaciona con la ansiedad?

¢ La expresion del receptor CB1 en el NAcc y CPF, correlaciona con el dolor?
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Objetivos

General

Identificar correlaciones entre la expresion del receptor CB1 en la CPF y el Nacc y
entre la ansiedad, dolor y consumo de alcohol.

Particulares

Correlacionar la ansiedad con la expresion del receptor CB1 en la CPF y en el NAcc.
Correlacionar el umbral al dolor con la expresion del receptor CB1 en la CPF y en
el Nacc.

Correlacionar el consumo de alcohol a la expresion del receptor CB1 en la CPF y
en el NAcc.

Correlacionar los niveles de ansiedad con el consumo de alcohol.

Correlacionar el umbral al dolor con el consumo de alcohol.

Hipodtesis
Hi: La mayor expresion del CB1 en la corteza prefrontal y en el nacleo accumbens
correlaciona con menos ansiedad.
H2: La mayor expresion del CB1 en la corteza prefrontal y en el nicleo accumbens
correlaciona con mayor analgesia.
Hs: La menor expresion del CB1 en la corteza prefrontal y una mayor expresion en
el ndcleo accumbens correlacionan con una mayor ingesta de alcohol.

Ha4: A mayor ansiedad mayor consumo de alcohol.
Hs: A mayor analgesia mayor consumo de alcohol.
Variables

Dada la naturaleza de estudio exploratorio del trabajo, no se contaron con
variables dependientes, por lo tanto solo se mencionardan las variables

independientes.

.Variable independientes:
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Ansiedad:

Definicidn conceptual: es un estado de animo orientado hacia el futuro asociado
con la preparacion para posibles acontecimientos negativos. Corresponderia en un
modelo animal, al estado que presente durante un posible ataque predatorio o

amenaza inminente (Barlow, 2002, Crascke et al., 2004).

Definicion operacional: Tiempo empleado en brazos cerrados en un laberinto
elevado en forma de cruz (Onaivi et al., 1990). Latencia de entrar al compartimiento
oscuro después del entrenamiento (Tsuji, Takeda & Matsumiya, 2003).

Consumo de alcohol:
Definicidn conceptual: Ingesta de una bebida alcohdlica (APA 2013).

Definicion operacional: Ingesta de una solucién con un cierto porcentaje de

etanol (Romano-Lopez et al., 2015).
Dolor:

Definicion conceptual: como una experiencia sensorial 0 emocional asociada con

dafios fisicos potenciales o reales (Merskey & Bogduk, 1994).

Definicién operacional: Tiempo en que el sujeto experimental (rata) brinca o se

lame las patas, en el experimento de la plancha caliente (Millan, 1999).
Expresion del receptor CBL1:

Definicion conceptual: Cantidad de proteinas elaborada por una célula (NIH,
2017)

Definicion operacional: A través de la técnica de Western Blot, cuanta proteina
(receptor CB1) se detecta (Romano-Lépez, 2015).
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Material y Método

Sujetos experimentales

10 Ratas machos y 10 ratas hembras de la cepa Wistar con un peso de
entre 250-350 g, las cuales se obtuvieron del bioterio de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional Autbnoma de México, se mantuvieron en cajas individuales
en un bioterio de ciclo de luz-oscuridad invertido (luces prendidas 20:00 h — luces
apagadas 8:00 h) a una temperatura de 23+ 1° C. Los sujetos experimentales fueron
mantenidos en condiciones estandar de laboratorio con acceso al agua y alimento

ad libitum.
Aparatos y materiales

Plancha caliente Socrel modelo DS 37.
Laberinto elevado en cruz: brazos con 50 cm de longitud y 10 de ancho y con una
elevacion del suelo de 100 cm. Los brazos cerrados estan rodeados por un muro
de 50 cm
Aparato de Prevencion Pasiva Omnialva. Compartimento iluminado: superficie de
20 cm de longitud, 10 cm de ancho y 40 cm de altura. Compartimiento oscuro de 50
cm, 10 cm de ancho y 40 cm de altura. Genera una descarga de 0.8 pA (micro
Amperios).
Programa Omnialva
Camara de Omnialva 10 megapixeles y vision nocturna.
Etanol PUREX (DF, México)
CronOémetro de mano
Para el Western Blot se utilizaron los siguientes materiales:
e Espectrofotdmetro NanoDrop ND 1000 V3.1.0 Thermo Fischer technology.
e Sonicador Ultrasonic Homogenizer 4710 Cole Palmer Instrument Chicago I
e Vortex Genie 2 Cat 222202 Daigger.
e Centrifugadora Sorvall Super T21.
e Inhibidores de proteasas y fosfatasas (Mini 1 tableta/50 mL, Roche
Diagnostic, Rotkreutz Switzerland).

e Agua desionizada.
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Tris Bio-Rad Cat 161-0719.

Acido clorhidrico (J. T. Baker).

Sucrosa (J. T. Baker).

Hidréxido de Sodio (J. T. Baker).

Sulfato dodecil de sodio (SDS) (Bio-Rad).

Membrana PVDF (Milipore).

Leche sin grasa (5%, Bio-Rad).

Tween 20 (Thermo Fischer).

2-Mercaptoetanol (Bio Rad).

Anticuerpos: Donkey anrirrabit IgG.HRP sC-2305 (Santa Cruz). Actina (1-19)-
R sC-1616 rabbit policlonal IgG (Santa Cruz).

Reagente de deteccion para Western Blot (Amersham Biosciences).
Pelicula autorradiogréfica (Kodak).

Programa ImageJ
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Procedimiento

Una vez colocadas las ratas en el bioterio de luz invertida se dio un periodo
de habituacion a los sujetos durante 7 dias por el cambio de fase y el nuevo
ambiente. Después, al transcurrir este tiempo se comenzé la fase de experimentos

con el siguiente orden:

10 ratas machos 10 ratas hembras

\ /
Hot Plate
F

Laberinto elevado
Dia 2

Prevencién pasiva
Dia 3 (entrenamiento)
Dias 4-8 (extincion)

Ingesta de alcohol
Dias 9-18

Sacrificio
Dia 19

Figura 7. Representacion esquemética de los protocolos experimentales que se llevaran a cabo.
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Plancha caliente

Esta prueba se llevé a cabo en un cuarto iluminado con luz blanca en un
entorno silencioso. Se coloco al sujeto en la plancha del Hot Plate a 50+0.2° C,
rodeado por un cilindro transparente para evitar su escape. Se tomo el tiempo que
pase hasta que presente signos de disconformidad como: brincos o lamidas de pata.
El tiempo se tomo con un cronédmetro provisto por el mismo Hot Plate, el cual se
activa y desactiva por medio de un pedal. Una vez concluida la prueba, se regreso

al sujeto a su caja correspondiente y fue devuelto al bioterio.

Laberinto elevado

Esta prueba se realizd en un lugar iluminado con luz blanca en un entorno
silencioso. Se empled una camara para grabar los 5 minutos de duracion de la
prueba. Al inicio de la sesion, el sujeto se coloco en el centro del laberinto y se grab6
su actividad. Si el sujeto caia del laberinto era regresado al centro del mismo. Una
vez concluida la prueba, fue devuelto a su correspondiente caja y llevado al bioterio.
Para separar a nuestras poblaciones en ansiosos/ansiosas y no ansioso/no
ansiosas, tomamos como variable de agrupacion a la conducta “Postura de atencién
estirada desprotegida” (por sus siglas en inglés uSAP), la cual consiste en el
estiramiento de la parte delantera del sujeto y a su vez, el regreso a la posicion
inicial en el brazo abierto y la cual ha sido asociada a una conducta de ansidlisis en
el laberinto elevado (Espejo, 1997a, Espejo 1997b). El punto de corte usado para
agrupar a nuestras poblaciones fue la mediana (machos = 8 y hembras =
10.5).Todos los sujetos machos por debajo del punto de corte 8, eran agrupados en
ansiosos mientras que por arriba se agruparon como no ansiosos. Con las hembras
ocurrié lo mismo pero su punto de corte fue de 10.5, por debajo se agruparon como
ansiosas y por arriba como no ansiosas. Una vez separados los grupos (machos
ansiosos n = 5, machos no ansiosos n = 5, hembras ansiosas n = 5y hembras no
ansiosas n = 5) se obtuvieron las medias de ésta conducta para corroborar niveles
diferentes de ansiedad, encontrandose diferencias significativas (ansiosos/no
ansiosos p< 0.001 y ansiosas/no ansiosas p< 0.05) (Figura 31). Posteriormente se

compararon las medianas (machos) y las medias del tiempo en brazos cerrados
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entre ansiosos/no ansiosos y ansiosas/no ansiosas, encontrandose de igual forma
diferencias significativas entre sus niveles de ansiedad (p <0.008 machosy p <0.01
hembras) (Figura 8) indicAndonos que nuestra variable de agrupacion fue
adecuada, teniendo por lo tanto, dos indicadores de ansiedad para poder discriminar

poblaciones.

Prevencion pasiva

Para esta prueba se emple¢ el aparato de Prevencion pasiva, el programa

OmniAlva y una camara OmniAlva.
La prueba consistio en dos fases:

Entrenamiento: los sujetos eran colocados en un compartimiento iluminado
con una puerta levantada durante 10 segundos; transcurridos éstos, el programa
Omnialva bajaba la puerta permitiendo el acceso al pasillo oscuro. El programa
registraba el tiempo de latencia, es decir, tiempo total en el cual cruza
completamente al pasillo oscuro, con el uso de sensores. Cuando hubieron cruzado
el pasillo, la puerta se cerraba y una descarga eléctrica era dada durante 10
segundos. Transcurridos los 10 segundos, se bajaba la puerta permitiendo a los
sujetos escapar y regresar al compartimiento iluminado. Una vez que se
encontraban en el compartimiento iluminado, se dejo trascurrir 60 segundos de
reposo. Al terminar la prueba, se regresé al sujeto a su caja correspondiente y a al
bioterio.

Extincion: al dia siguiente del entrenamiento, los sujetos fueron colocados
en el compartimento iluminado con la puerta levantada durante 10 segundos. Una
vez transcurrido el tiempo, la puerta se bajaba con la ayuda del programa Omnialva
y se comenzo a contar el tiempo de latencia con un cronémetro de mano y otro
cronémetro provisto por el programa. El tiempo fue detenido cuando los sujetos
ingresaban al compartimiento oscuro completamente (el cual ya no dio ninguna
descarga). Si los animales no llegaban a cruzar el primer dia de extincion al pasillo

oscuro, se repetia el procedimiento 4 ocasiones mas en los 4 dias siguientes (una
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fase de extincion por dia) hasta que cruzara; teniendo como un maximo de 5 dias
de extincion.
Tanto la sesion de entrenamiento como de extincion, fueron grabados.

Al dia siguiente de que transcurrieron los 5 dias de extincion cruzaran o no

todos los sujetos, se continu6 con la fase de ingestion de alcohol.

Ingestion de alcohol

A las 8:00 hrs (cambio a la fase de oscuridad) se pesd a los sujetos
experimentales al igual que su alimento. Se les proveyd a los sujetos de dos
probetas: una contenia agua y la otra alcohol al 10%. Las probetas eran pesadas
antes de ser colocadas en las cajas. Transcurridas 24 h, se pesaron a los sujetos
junto con su alimento, agua y alcohol y se anotaran los pesos obtenidos. El sobrante
de alcohol en las probetas era vaciado y rellenado de nuevo con alcohol, mientras
que el agua se le reponia el liquido perdido, al igual que la comida. Este
procedimiento se repitid en 9 ocasiones para tener un total de 10 mediciones, es
decir, 10 dias.

Western Blot

Al transcurrir los 10 dias de medicién, los sujetos fueron sacrificados por
dislocacion cervical. Esto ocurrio el siguiente dia a la 1:00 am. Fueron extraidas dos
regiones de interés: la Corteza Prefrontal y el Nicleo Accumbens. Una vez extraidas
se guardaron en hielo y en un congelador a una temperatura de -80°C. Al dia
siguiente de haber sido extraidas, se homogenizaron las muestras (0.1 g tejido/
1mL) en una solucién de buffer que contenia 250 nM sucrosa, 1nM EDTA, buffer
con 10 nM Tris HCI, 10 nM PMSF, un coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas
(Mini 1 tableta/50 mL, Roche Diagnostic, Rotkreutz Switzerland). Los restos del
tejido y fragmentos nucleares, fueron removidos en dos centrifugaciones (1000, 10
min, 4°C). Los supernadantes fueron recolectados y centrifugados (17,000g, 20 min,
4°C). Los pellets enriquecidos en membranas plasmaticas, fueron resuspendidos
en una solucion de buffer (85ul). La concentracion proteica se midi6 con un

espectrofotometro (NanoDrop ND 1000 V3.1.0 Thermo Fischer technology).
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La fraccion de la muestra plasmatica (40-60 pg) fue separada
electroforéticamente en SDS al 8-12% y electrobloteada en una membrana PVDF
(milipore) la cual fue bloqueada con leche sin grasa (5%, Bio-Rad) en TBS-T (20nM
Tris HCI, 136 nM NaCl, 01% Tween 20, pH de 7.6) por 1 hora a temperatura
ambiente (252 °C). La membrana PVDF se incubo toda la noche con el anticuerpo
policlonal de conejo para CB1 (1:1000) diluido en TBS-T a 4 °C. Las membranas se
sometieron a 3 lavados de 10 minutos, cada uno, con TBS-T e incubados con el
anticuerpo de burro secundario anticonejo IgG acoplado en suero de caballo (1-
1000) en TBS-T por una hora. Los immunoblots se detectaron usando la deteccion
de reagentes (Amersham Biosciences) y fueron expuestos a una pelicula
autorradiogréfica (Kodak) entre 1-3 min. Para la deteccién de bandas se usé el
programa ImageJ.

Analisis de resultados

Se utilizé el programa SPSS (version 21) para el analisis estadistico. Para
encontrar diferencias significativas entre dos grupos, ya sea macho o hembra,
ansioso-no ansioso, 0 ansiosa-no ansiosa, en las pruebas de Plancha caliente,
Laberinto elevado, Prevencidon Pasiva y expresion del receptor CB1, se utilizé un t
— student y se utilizdé un nivel de significancia de p < 0.05. Se emple6 una U- de
Mann Whitney si los datos no tenian una distribucién normal, y se usé el valor de p
< 0.05 como significativo. Para llevar a cabo las correlaciones en las mismas
variables, se utilizé el Coeficiente de Pearson utilizando el nivel de significancia de
p < 0.05.

Para evaluar el consumo de alimento y agua se obtuvo un indice que reflejara
la ingesta respecto al peso corporal de cada sujeto: gramos de alimento consumido
/ peso corporal (g) * 1000. Al obtener el indice de todos los sujetos, se promediaban
por dia y se obtenia el error estandar. En el caso del agua, se pesé los gramos de
la probeta y se utilizé la misma férmula: gramos de probeta (peso inicial-peso final)
| peso corporal (g) * 1000. Para evaluar el consumo de alcohol, se ajusté la
concentracion del alcohol considerando una diferencia de densidad con el agua con
la siguiente férmula: (1/0.982)*(10/100)*(0.8). Donde 1 corresponde a la densidad
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del agua, 0.982 a la densidad del alcohol, 10/100 a la disolucion al 10% y 0.8 a la
densidad de la disolucion al 10% al ser alcohol al 96%. Entonces, una vez restado
el peso inicial al peso final se multiplicé por la férmula para ajustar la densidad y el
resultado obtenido se dividioé por el peso corporal y multiplicado por 1000. Es decir
(pi— pr)* (1/0.982)*(10/100)*(0.8), Densidad ajustada (g) / peso corporal (g) * 1000.

Para analizar el consumo promedio por dia de la ingesta de alimento, agua y
alcohol, se utiliz6 una ANOVA de medidas repetidas y en caso de no cumplir con
los criterios paramétricos (igualdad de varianza principalmente) se empled la prueba
no paramétrica de Friedman. Se utilizé un nivel de significancia de p< 0.05. Cuando
se encontraba una diferencia significativa, se utilizaba la prueba post hoc de

Bonferroni, para la prueba paramétrica.
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Resultados

La figura 8 nos muestra el tiempo total que pasaron machos y hembras en los
brazos cerrados del laberinto elevado. De igual forma, cuando se agrup6 a los

machos y hembras por su nivel de ansiedad, encontramos diferencias significativas

(figura 9).
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Figura 8. Tiempo en brazos cerrados en el laberinto elevado de machos (n=10) y hembras (n=10).
Se observa una diferencia significativa (p= 0.01) en el tiempo empleado en los brazos abiertos por
parte de los machos (x= 259.67, Error tipico=16.4) en comparacion con las hembras (x=189.58, Error
estandar de la media = 18.25). Los datos se presentan como la media + error estandar de la media.
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Figura 9. Tiempo en brazos cerrados en machos y hembras. Encontramos diferencias significativas
entre los machos agrupados como ansiosos y no ansiosos (imagen derecha) (p= 0.008) y entre las
hembras agrupadas como ansiosas y no ansiosas (p= 0.01) (imagen derecha). Para los machos, los
datos se presentan como la mediana. Para las hembras los datos se presentan como la media +

error estandar de la media.

La correlacion de Pearson mostréo entre el tiempo en brazos cerrados

(ansiedad) con la latencia al dolor (algesia), una posible asociacion ya que se

encontré una tendencia (r= -0.565, p= 0.058), en el grupo de las hembras (figura

10). Se encontré con el mismo tipo de andlisis, una correlacién negativa entre el

tiempo en brazos cerrados y la expresion del receptor CB1 en la CPF en el grupo
de las hembras (r=-0.714, p< 0.02 y r>=0.32). Ver figura 11.
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Figura 10. Correlacion entre el tiempo en brazos cerrados y latencia al dolor en machos (n=10).
Observamos una tendencia (p = 0.089) hacia una correlacion negativa (r = -0.565) en las hembras.

En los machos no encontramos correlacion (r=0.112, p= 0.754).
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Figura 11. Correlacién entre el tiempo en brazos cerrados y la expresion del receptor CB1 en la CPF
en machos (n= 10) y hembras (n= 10). Observamos una correlacion negativa en las hembras (r= -
0.714, p< 0.02), en los machos no hubo correlacion alguna (r= 0.379, p< 0.280).

No se encontré correlacion tanto en machos (r= 0.415, p<0.232) como en
hembras (r= 0. 436, p<0.207) entre la expresion del receptor CB1 en el NAcc y el
tiempo en brazos cerrados (ver Figura 12). Tampoco hubo en machos (p< 0.108)

ni en hembras (p< 0.116) una correlacién entre uSAP y el consumo de alcohol.
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Figura 12. Correlacion entre el tiempo en brazos cerrados y la expresion del receptor CB1 en el NAcc
en machos (n=10) y hembras (n=10). No se observa correlacion en los machos (r=-0.419, p=0.232)

ni en las hembras (r=-0.436p= 0.207).
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Figura 13. Correlacion entre uSap y consumo de alcohol en machos (n=10) y hembras (n=10). No
se encontro significancia en los machos, (r= 0.538, p= 0.118) ni en las hembras (r= 529, p= 0.116).

En la figura 14 se observa la algesia tanto en machos como en hembras. Al
hacer un t-student, no vemos significancia entre ambos grupos (p= 0.937).

15.007

10.007

5.007

Latencia al dolor (s)

1
Machos Hembras

Sexo

Figura 14. Latencia al dolor en machos (n=10) y hembras (n=10). No se observan diferencias
significativas entre machos (x =10.54, Error estdndar= 0.91) ni hembras (x= 10.65, Error estandar=
1.03). Los datos se presentan como la media + error estandar de la media.
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Figura 15. Latencia al dolor agrupados en ansiosos (n=5), no ansiosos (n=5), no ansiosas (n=5) y
ansiosas (n=5). No se observan diferencias entre los machos (p= 0. 952) no obstante, las hembras
no ansiosas presentaron una menor latencia al dolor comparadas con las ansiosas (p= 0.046). Los
datos se presentan como la media + error estandar de la media.

Cuando se separan por su nivel de ansiedad, y realizar una t-student
intragrupo, no se observa una diferencia significativa entre los machos (p= 0.952),
sin embargo, en las hembras si encontr6 una diferencia significativa (p= 0.046). Ver
Figura 15. En la figura 16 se muestra una correlacion negativa (r = -0.671, p= 0.034,
r2=0.45) en las hembras entre la algesia y la expresion del receptor del CB1 en la
CPF. En los machos no se observa esta misma correlacion (r=0.017, p= 0.963). En
la Figura 17 no se encontré una correlacion entre la algesia con la expresion del
receptor CB1 en el Nacc (machos r=-0.143, p= 0.963, hembras r= 0.047, p= 0.897).
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Figura 16. Correlacion entre la latencia al dolor y la expresion del receptor CB1 en la CPF en machos
(n=10) y hembras (n=10). Observamos una correlacién negativa en las hembras (r= -0.671, p=
0.034), en los machos no vemos correlacion (r= 0.017p= 0.963).
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Figura 17. Correlacion entre la latencia al dolor y la expresién del receptor CB1 en el Nacc en machos
(n=10) y hembras (n=10). No se observa correlacion en machos (r=-0.143 p= 0.963) ni en hembras

(r=10.047, p= 0.897).
La expresion del receptor CB1 en la CPF no es diferente en los machos (p= 0.

451) al ser agrupados por su nivel de ansiedad, sin embargo, en las hembras hay
una tendencia (p= 0.058), cuando son agrupadas por su nivel de ansiedad. (Ver

Figura 18).
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Figura 18. Expresion del receptor CB1 en la CPF en machos y hembras agrupados por ansiosos
(n=5), no ansiosos (n=5), ansiosas (n=5) y no ansiosas (n=5). No se observan diferencias
significativas en la expresiéon del receptor entre los machos (p= 0.451), sin embargo en las hembras
vemos una tendencia (p= 0.058). Los datos son presentados como la media + error estandar de la
media.
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Figura 19. Correlacién entre la expresion del receptor CB1 en la CPF y consumo de alcohol. Se
observa una correlacion positiva (r= 0.673, p= 0.033) entre la expresion del receptor CB1 en la CPF
y consumo de alcohol en los machos, mientras que en las hembras no hay correlacién alguna (r=
0.058, p=0.873).

El consumo de alcohol en los machos parece tener una correlacion positiva (r
= 0.673, p< 0.033, r>=0.45) con la expresion del receptor CB1 en la CPF, es decir,
a mayor expresion del receptor, mas consumo de alcohol. En las hembras parece
no haber correlacién alguna (p= 0.873) Figura 19). En la Figura 20 se encuentra la
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expresion del receptor CB1 en el Nacc en machos y hembras agrupados por su nivel
de ansiedad. No observamos diferencia alguna intragrupo de la expresion de éste
receptor (machos p=0.767, hembras p= 0.387). De igual forma, no hay correlacién
alguna entre éste receptor y el consumo de alcohol en machos (p=0.684) y hembras
(p=0.221). (Ver Figura 21).
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Figura 20. Expresion del receptor CB1 en el Nacc en machos y hembras agrupados en ansiosos
(n=5), no ansiosos (n=5), ansiosas (n=5) y no ansiosas (n=5). No se observan diferencias
significativas intragrupo (machos p= 0.767 y hembras p= 0.387). Los datos se presentan como la
media * error estdndar de la media.
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Figura 21. Correlacion entre la expresion del receptor CB1 en el Nacc y el consumo de alcohol en
machos (n=10) y hembras (n=10). No se encontraron correlaciones en ninguno de los grupos
(machos r=-0.147, p< 0.684 y hembras r=-0.221, p< 0.221).
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No se encontrd alguna correlacidon entre la expresion del receptor CB1 en el
Nacc y la algesia en machos (r=-0.143, p= 0.693) y hembras (r= 0.047, p= 0.897).
(Figura 22).
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Figura 22. Correlacion entre la expresién del receptor CB1 en el Nacc y la latencia al dolor en machos
(n=10) y hembras (n=10). No se observan correlacion alguna en ambos grupos (machos r=-0.143
p= 0.693, hembras r= 0.047 p= 0.897).

Durante los 10 dias de consumo de alcohol, se registré el peso, consumo de
alimento y agua. En la figura 23 se observa el peso en los machos, donde se hall6
un incremento significativo de su peso, (F (9,80) =65.092, p < 0.000). La prueba post
hoc revel6 que el incremento significativo se dio a partir del tercer dia en
comparacion con el primer dia (p= 0.01). Por otro lado, las hembras reportaron un
incremento significativo de su peso (F (9,80 5.380, p < 0.000), sin embargo, después
de la prueba post hoc, no se encontré alguna diferencia en ninguno de los dias (p >
0.05 en todos los dias). De igual forma, en la Figura 24 se muestra el consumo
promedio de comida por dia en machos donde no hubo diferencias significativas (F
©9.80) =1.494, p= 0.164) y hembras donde tampoco se encontré una diferencia

significativa en ningun dia (p= 0.165).
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Figura 23. Peso de las ratas machos (n=10) y hembras (n=10) durante los 10 dias de consumo de
alcohol. Los datos se presentan como la media * error estandar de la media.
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Figura 24. Consumo de alimento de machos (n=10) y hembras (n=10) durante los 10 dias de
consumo de alcohol. Los datos se presentan como la media + error estandar de la media.
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Figura 25. Consumo de agua en machos (n=10) y hembras (n=10) durante 10 dias de consumo de
alcohol. Los datos se presentan como la media * error estandar de la media.

El consumo de agua promedio de agua (Figura 25), tomando en cuenta el agua
de la botella con el alcohol diluido al 10% no mostraron diferencias significativas en

machos (F (9,80=0.667, p= 0.737) y hembras (p= 0.628).

No se hallaron diferencias significativas en el consumo de alcohol durante los
10 dias de medicién en los machos (p= 0.436) ni en las hembras (p= 0.165) (Figura
26). Tampoco hubo una diferencia significativa (p= 0.804) en el consumo de machos

y hembras en promedio por dia (Figura 27).
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Figura 26. Consumo de alcohol en machos (n=10)) y hembras (n=10) durante 10 dias. Los datos se
presentan como la media * error estandar de la media.
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Figura 27. Consumo promedio de alcohol por dia en machos (n=10, x= 4.99 y Error estandar= 0.63)
y hembras (n=10, x= 5.2 y Error estandar= 0.63). Los datos se presentan como la media + error
estandar de la media.
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diferencia alguna (p= 0.102). Los datos se presentan como la media * error estandar de la media.
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Figura 28. Consumo de alcohol en promedio de los dias en machos y hembras agrupados por su
nivel de ansiedad (ansiosos n=5, no ansiosos n=5, ansiosas n=5 y no ansiosas n=5). Se encontrd
una diferencia significativa entre los ansiosos y no ansiosos (p= 0.045), en las hembras no hubo

I
Mo ansiosas

Se encontré una diferencia significativa en el consumo de alcohol, dentro el

grupo de machos catalogados como no ansiosos (p= 0.045), mientras que en las

hembras no hubo diferencia significancia entre ansiosas y no ansiosas (p= 0.163)

Tabla 2. Muestras representativas de las bandas del receptor CB1 y las  actinas en
machos y hembras en la corteza prefrontal. Las bandas superiores, tanto en machos
como en hembras, se observa la expresion del receptor CB1 en la CPF. Las bandas
inferiores, nos muestra la expresién de una proteina control, contra las cuales se
comparan las primeras para obtener un indice (ver figura 18).

Corteza Prefrontal

Machos

CB1R 52kDa

B actina

Hembras

CB1R 52kDa

B actina
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Tabla 3. Muestras representativas de las bandas del receptor CB1 y las B actinas en
machos y hembras en el nacleo accumbens. Las bandas superiores, tanto en machos
como en hembras, se observa la expresion del receptor CB1 en el NAcc. Las bandas
inferiores, nos muestra la expresion de una proteina control, contra las cuales se
comparan las primeras para obtener un indice (ver figura 20).

Nucleo Accumbens

Machos Hembras

B actina

B actina
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Discusion

El objetivo de la presente tesis, fue correlacionar en machos y hembras la
expresion del receptor CB1 en la CPF y el NAcc con la ansiedad, el dolor y la ingesta
de alcohol con el fin de ampliar el conocimiento acerca de su participacion en dichos
procesos. Es importante resaltar el hecho de haber utilizado sujetos intactos y sin el
empleo de farmacos (a excepcion del alcohol, para evaluar su consumo) para
evaluar su conducta espontanea. La importancia de haber empleado a sujetos
intactos radica en que en la literatura existe una gran cantidad de experimentos que
evallan la ingesta de alcohol, la ansiedad o el dolor, junto con el sistema
endocannabinérgico, pero con la administracién de algun farmaco (ya sea agonista
0 antagonista al receptor CB1), manipulacién genética (ratones knock out), o
privacion de alimento, entre otros factores, que modifican su conducta espontanea.
En este sentido, nos referiremos a conducta espontanea como a aquella que se
presentaria de una manera natural en los ambientes expuestos y no es afectada por
factores externos especificos, como los anteriormente mencionados. Es decir,
cuando se evalud la ansiedad en el laberinto elevado, se tratdé de que fuera una
conducta lo mas libre posible de factores externos que pudieran modificarla, como
pudo haber sido la administracion de un agonista o antagonista al receptor CB1. Por
otro lado, el trabajar con ratas hembras puede generar ciertos problemas debido a
su ciclo estral; sin embargo, el empleo de hembras ovarectomerizadas podria
modificar su conducta al cambiar drasticamente sus niveles hormonales y de ésta

manera no se obtendria una conducta espontanea como la deseada.

Estos experimentos intentaron demostrar una correlacion negativa entre el
consumo de alcohol y la expresion del receptor CB1 tanto en el grupo de los machos
y hembras, pero la correlacion se dio en el sentido inverso en el grupo de los
machos, apuntando que a mayor expresion del CB1 en la CPF hay una mayor
ingestion de alcohol (Figura 19). La hipoétesis se habia planteado de esta manera
porque Romano et al, (2015) habian reportado un mayor consumo de alcohol en
sujetos con una menor expresion del receptor CB1 en la CPF, no obstante, éstos

sujetos experimentales también presentaban una mayor expresion del receptor CB1

56



en el Nacc, y por lo tanto no necesariamente se contrapone a lo reportado en este

trabajo.

De hecho, nuestros resultados también estan en desacuerdo con los de
Romano et al, (2015) ya que tampoco encontramos una correlacion entre la
expresion del receptor CB1 en el Nacc y el consumo de alcohol (Figura 24). Con
todo en el estudio de Romano et al. (2015), las ratas habian sido sometidas a
periodos de separacion materna, y mostrando en la adultez afectacion en distintos
sistemas como el dopaminérgico, en especial a los receptor D2 y D3 asi como
también al eje Hipofisis-Pituitaria-Adrenal. Como se mencion6 anteriormente, en
este trabajo se evalud la conducta de ingesta de alcohol y la expresion del receptor
sin manipulacion alguna, a diferencia de los estudios donde se observd la
participacion del sistema endocannabinérgico y la ingesta de alcohol (Gallate 1999;
Wang et al 2003; Colombo et al 2005; Economidou et al, 2006; Blednov et al, 2007;
Dyr et al., 2008), no necesariamente estan en contradiccion con los datos obtenidos
al no encontrar correlacion alguna entre la ingesta de alcohol y la expresion del
receptor en el NAcc. Se menciona esto porque a pesar de que los agonistas al
receptor CB1 incrementan la ingesta de alcohol y los antagonistas la disminuyen,
se esperaria encontrar una correlacion positiva entre la ingesta de alcohol y la
expresion del receptor CB1 en el Nacc, una de las principales estructuras
relacionadas con la adiccién (Nestler, 2005). Entonces, una explicacion probable
haria referencia al hecho de que el sistema endocannabinérgico es necesario pero
no suficiente para llevar a cabo los efectos reforzantes y seria necesario la
participacion de otros sistemas como el opioidérgico, el cual presentan una
interaccién con el sistema endocannabinérgico y se ha observado, por ejemplo, que
la administracion de THC puede activar este sistema (Mason et al 1999; Welch &
Eads, 1999). Como se vio en el apartado 2.2, ambos sistemas son importantes en

los efectos reforzantes de una droga.

Se plante6 también que mientras mas expresion del receptor CB1 en la CPF,
menos ansiedad. Los resultados arrojaron una correlacion negativa entre la

ansiedad y la expresion del receptor en la CPF en hembras, sin embargo, en los
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machos no se encontré correlacion alguna (Figura 11). Entonces, el hecho de existir
una correlacion negativa entre dichas variables (en las hembras) podria sugerir que
una mayor expresion del receptor en la CPF puede llevar a la baja a la ansiedad.
Esto concuerda con lo reportado por Martin et al (2012) en sujetos Knock out a CB1
que presentaron mayores niveles de ansiedad en comparacién con los sujetos
silvestres, es decir, parece ser que cuando se carece del receptor CB1, los sujetos
presentaron una mayor ansiedad, como si la ausencia de dicho sistema pudiera
incrementar la ansiedad al no tener un sistema de inhibicion, como lo es el sistema
endocannabinérgico. Los estudios hechos por Sewards y Sewards (2003) y Vertes
(2006) muestran una mayor activacion de la CPF durante la ansiedad, entonces
aunado a lo encontrado en éste trabajo, se podria sugerir que el receptor CB1 al ser
activado en la CPF podria disminuir la actividad de la CPF y asi, disminuir la
ansiedad en el sujeto. Entonces, ésta informacion junto con la aportado por Lu et al
(1996), Grachev et al (2002) y Xie et al (2004), parecerian indicar que una
sobreactivacion de la CPF lleva a la alta una conducta ansiosa y por lo tanto, una
inhibicion de la regién por la activacion de los receptores CB1 en disminuiria la

ansiedad, tal como ocurre con la activacion de los receptores D2.

Otra hipotesis fue que se esperaba encontrar una correlaciéon positiva entre la
expresion del receptor CB1 en el NAcc y la ansiedad. En la Figura 12 se encontrd
una correlacién negativa entre la expresion del receptor en el NAcc y la ansiedad,
sin embargo, solo la observamos cuando agrupamos tanto a machos como hembras
(informacion no mostrada). Esto podria significar que es necesario incrementar la n
para muy probablemente alcanzar la significancia necesaria. No obstante, el
encontrar esta correlacion como grupo poblacional, nos podria indicar que a pesar
del sexo, la expresion del receptor en el NAcc estaria relacionada con la ansiedad.
Se planted esta relacion entre el NAcc y la ansiedad, dada su conexion directa con
el hipocampo ventral (Friedman et al 2002), una regién que al ser dafiada provoca
una disminucion en conductas relacionadas a la ansiedad, es decir, produce efectos
ansioliticos (McHugh et al 2004) también por su estrecha relacion con la CPF, otra
region implicada en la ansiedad y ademas por su interaccién que mantiene con la

amigdala, donde se ubica el NCET (ver capitulo 3.2).
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Otra hipotesis apuntaba a encontrar una correlacion positiva entre la analgesia
y una mayor expresion del receptor CB1 en la CPF. Sin embargo, encontramos una
correlacion negativa en el grupo de las hembras, es decir, mientras mas receptor
CB1 en la CPF menos analgesia (Figura 16). Estos resultados podrian ir en contra
de lo observado en la Figura 6, donde los endocannabinoides tienen un papel en la
disminucién del dolor a través de la inhibicion del nocioceptor y ademas en sentido
opuesto de lo reportado por Sheng et al (2009) quienes encontraron una
disminucién del dolor con la administracion de un agonista a los receptores D2, un
receptor que al igual que el CB1 estan acoplados a una proteina Gi, es decir muy
probablemente llevaria a la baja la actividad del sistema. Como se observo en el
capitulo de Neurobiologia del dolor, una subregién de la CPF involucrada en el dolor
es la COV. Parece ser que cuando las neuronas GABAérgicas son inhibidas por
una activacion opiacea en dicha region, hay una activacion de la SGP y ocurre una
disminucién del dolor (Xie et al., 2004). Entonces, al no encontrar una correlacion
positiva entre la expresion del receptor CB1 en la CPF y la analgesia, y por el
contrario, encontrar una correlacion negativa en las hembras podria indicar que la
activacion del receptor CB1, a diferencia de la activacion opiacea, llevaria a la alta
la algesia, inhibiendo por ejemplo la actividad opiacea e impidiendo la activacion de
la SGP via COV. No obstante, y como se comentd, esta correlacion se presenté
sélo en el grupo de las hembras, lo cual podria sugerir que en el grupo de los
machos, no estaria involucrado éste sistema, 0 necesitaria de la participacion de

otro sistema, como el dopaminérgico u opiaceo.

La dltima hipotesis trataba de encontrar una correlacion negativa entre la
expresion del receptor CB1 en el NAcc y el dolor. No se encontré correlacion entre
ambas variables en ninguno de los grupos (Figura 17). Esta hipotesis habia sido
planteada porque el incremento de la dopamina en el NAcc parece llevar a la baja
el dolor (Altier & Stewart, 1999) y una lesion en el AVT, una de sus principales
aferencias dopaminérgica (Sotres et al., 2001) puede incrementar el dolor y por lo
tanto, como la activacion de los receptores CB1 pueden incrementar la dopamina
en el NAcc, parecia tener sentido la idea de que una mayor expresion del receptor

CB1 en el NAcc correlacionaria positivamente con la disminucion del dolor.
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Como ya se menciono el objetivo de este trabajo era encontrar una correlacion
entre el consumo de alcohol, la ansiedad, el dolor y la expresion del receptor CB1
en la CPF y NAcc. Sin embargo, también se realizaron otros analisis estadisticos
como la correlaciéon a las distintas variables entre si (ansiedad-dolor, ansiedad-
consumo de alcohol, consumo de alcohol-dolor) y una comparacion de los

resultados obtenidos entre machos y hembras en las distintas pruebas.

Por otro lado, se agrupd tanto al grupo de los machos y hembras en
ansiosos/ansiosas y no ansiosos/no ansiosas, con la finalidad de separar posibles
poblaciones y observar si alguna variable se modificaria al separar las poblaciones

(Ver anexo).

En la Figura 8 observamos la media de los tiempos que pasaron tanto el grupo
de los machos y hembras en los brazos cerrados. Como bien se sabe, a mayor
tiempo en los brazos cerrados es un indicador de mayor ansiedad. En este sentido,
se encontré una diferencia significativa entre el grupo de los machos y hembras,
siendo las hembras menos ansiosas. En la Figura 9 se encontr6 una diferencia
significativa en la ansiedad. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Zimmerberg y Farley (1993) quienes encontraron que las hembras pasaron mas
tiempo en los brazos abiertos en comparaciéon con los machos, es decir, fueron
menos ansiosas. No obstante, en otro experimento, estos mismos autores
(Zimmerberg & Farley, 1993) administraron un tratamiento neonatal en las hembras
para una castracion quimica con flutamida o tamoxifen, y al ser adultas se evaluo el
tiempo en brazos abiertos, reportandose un decremento en el tiempo gastado en
comparacién con su grupo control. Esta informacion podria indicar que las
hormonas gonadales podrian tener una influencia en ésta conducta asociada a la

ansiedad.

Hay informacion contradictoria sobre el efecto de la ansiedad en el dolor. Se
ha reportado un incremento del umbral al dolor bajo un estado ansioso (Malow
1981), sin embargo, también se ha descrito que cuando un sujeto esta bajo un
estado ansioso el umbral al dolor no se ve modificado (Al & Rokke 1990). En nuestro

estudio se hallé una tendencia hacia una correlacion negativa entre ansiedad y dolor

60



en el grupo de las hembras, mientras en los machos no encontramos nada (Figura
10). Esta tendencia en caso de hacerse significativa (seria necesario aumentar la n
para probablemente encontrarla), sugeriria que a mayor ansiedad menos dolor y se
podria comprobar una idea planteada en el apartado 3.3., donde se sugeria que la
ansiedad pudiera estar fungiendo como un “distractor cognitivo” y de esta manera,
el dolor no seria percibido de igual manera por un sujeto ansioso dados los recursos

cognitivos que estaria empleando para detectar una amenaza externa.

De igual forma, no hay diferencias significativas en la medicion del dolor
cuando se compararon las medias entre machos y hembras (Figura 14) y cuando
fueron agrupados de acuerdo a su nivel de ansiedad (Figura 15), lo cual podria
reafirmar que en nuestro experimento no hubo influencias hacia el dolor a causa del
ciclo como se mencionaba anteriormente y ademas concuerda con lo reportado por
Tseng y Craft (2001) quienes no reportaron variaciones en el dolor a causa del ciclo

en las hembras.

La reactividad conductual que presentan los sujetos a la exposicion de un
ambiente novedoso y/o luz, ha sido asociada como una respuesta relacionada a la
ansiedad (Crestani et al 1999). No se observa ninguna diferencia significativa en
esta conducta asociada a la ansiedad en ninguno de los grupos (Datos no

mostrados).

Como se habia dicho anteriormente, una mayor expresion del receptor CB1
en la CPF, se correlacioné con una menor ansiedad. Cuando se juntaron los
nuestros grupos por su nivel de ansiedad, los grupos no ansiosos/no ansiosas
tienden a tener una media por arriba de los ansiosos/ansiosas, en la expresion del
receptor CB1 en la CPF. Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente
significativas, aunque en el grupo de las hembras hubo una tendencia (p= .058).
Esto probablemente se deba a la n utilizada en cada grupo (Figura 18). De manera
interesante, se observd poca variabilidad en la expresion del receptor CB1 en

ansiosos/no ansiosos, ocurriendo lo mismo entre ansiosas/no ansiosas (Figura 20).
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El peso de los machos durante el consumo de alcohol se mantuvo en ascenso,
como era de esperarse. El peso de las hembras practicamente no se incremento ni
disminuy6 (Figura 23). El consumo de comida y agua también se mantuvieron
constantes y sin diferencias significativas entre los distintos dias, sugiriendo que el
consumo de alcohol, no alteré ninguna de las dos ingestas (Figura 24 y 25). De
manera similar, la ingesta de alcohol no varié a lo largo de los 10 dias en ninguno

de los grupos (Figura 26).

En este estudio no se encontré alguna diferencia en el consumo de alcohol
entre los machos y hembras (Figura 27) lo cual resulta interesante ya que se ha
observado un consumo mayor en ratas hembras sin ser ovarectomizadas, y en este
sentido cuando son ovarectomizadas disminuye el consumo, restaurandose la
ingesta con la administracion de estradiol (Ford et al 2002). Otros estudios también
han reportado un mayor consumo de alcohol en sujetos hembras en comparacion
con los machos (Veter-O'Hagen et al 2009; Chester et al 2006); sin embargo,
también se ha hallado informacion contradictoria, donde machos y hembras
consumen la misma cantidad de alcohol (Schramm-Sapyta et al 2014) Estas
diferencias probablemente se deban a las especies o cepas utilizadas, al modelo
empleado y la concentracion de alcohol dada. Por otro lado, cuando clasificamos a
los sujetos por su nivel de ansiedad, encontramos un consumo mayor significativo
en las ratas machos no ansiosos, comparados con los ansiosos; mientras que en
las hembras no encontramos ninguna diferencia significativa (Figura 28). De igual
forma se encontré una correlacién positiva en los machos entre una mayor ansiolisis
y un mayor consumo de alcohol (Figura 13). Estos datos podrian contradecir lo
reportado por la literatura, donde se afirma que a mayor ansiedad mas consumo de
alcohol (Teoria de la reduccion tensional) no obstante, también se ha reportado un
“bajo o normal” consumo de alcohol en sujetos con ansiedad social, por lo cual, no
necesariamente la ansiedad pueda generar un consumo mayor. Incluso dentro de
la comorbilidad existente entre ansiedad y consumo de alcohol, hay un porcentaje
de humanos con un trastorno de ansiedad y no altos consumidores de alcohol
(Cappell y Herman, 1972; Smail et al, 1984 Brunch et al 1992). Aunado a esto, los

sujetos experimentales, no fueron modificados genéticamente o fueron puestos
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ansiosos durante su ingesta, lo cual también podria explicar la discrepancia en los
resultados encontrados con la literatura. Como perspectivas, se sugiere buscar
otras conductas que pudieran estar incrementando la probabilidad de consumir
alcohol, ya que por lo visto en este trabajo, la percepcion al dolor parece no estar

correlacionado con la ingesta de alcohol, ademas un incremento de la n.
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Conclusioén

En conclusion, el presente trabajo aporta evidencia de que una mayor
expresion del receptor CB1 en la CPF correlaciona con una menor ansiedad en las
hembras. También se observé que a menor expresion del receptor CB1 en la CPF
menos dolor en las hembras. De igual forma se encontré que una alta expresion del
receptor CB1 en la misma region, correlaciona positivamente con el consumo de
alcohol en los machos. De manera sorpresiva, no se encontrd una correlacion entre

el consumo de alcohol y el dolor con la expresion del receptor CB1 en el Nacc.
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Figura 29.

1
Ansioso Mo ansioso Ansiosa

Grupo

Mo ansiosa

Frecuencia uSAP agrupados por sexo y nivel de ansiedad.

Encontramos diferencias significativas entre ansiosos y no ansiosos (p< 0.001)

ansiosas y no ansiosas (p< 0.05). Los datos se presentan como la media * error

estandar de la media.
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