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El alcoholismo es considerado un problema de salud publica que necesita de
diversas estrategias de investigacion y acciones qué logren su prevencion,
tratamiento y rehabilitacion, que puedan ser aplicadas de una manera
relativamente exitosa, utilizando como apoyo la promocion de la salud. A nivel
mundial, el consumo nocivo de alcohol se encuentra dentro de los principales
factores que contribuyen a una muerte prematura prevenible (Ahumada, Medina, y

Valdez, 2017).

Actualmente, el principal grupo mas afectado por el consumo de sustancias
adictivas son los adolescentes y adultos, este sector de la poblacion enfrenta una
serie de factores de riesgo que propician el inicio del consumo del alcohol.
Lamentablemente, los trastornos asociados a este consumo son usualmente
subestimados por la poblacion, principalmente por los jovenes que son el sector
gue necesita de un consumo crénico e intenso para producir dafios organicos. Sin
embargo, existe evidencia que indica la existencia de dafio organico asociado al

consumo intermitente (Ahumada, et. al. 2017).

Ante esta situacion, se han hecho diferentes investigaciones para poder
buscar posibles alternativas a la problematica, estas han sido estudiadas por
medio de la investigacion basica con animales de laboratorio (ratas o ratones), ya
que estos constituyen un instrumento valioso debido a la relacién implicada entre
humanos y roedores; los modelos animales ofrecen ventajas en la investigacion
sobre alcoholismo sirviendo como un parametro que puede igualar conductas, los
resultados no pueden generalizarse sin tener en cuenta la multicausalidad de los

comportamientos humanos, que permiten trabajar con diferentes modelos de



autoadministracion, de condicionamiento operante, condicionamiento de lugar y
sabor para los diversos estadios de consumo y con esto permitiendo respetar la

integridad de los organismos (Kamenetzky, 2005).

Estos estudios son utilizados para esclarecer las bases neurobiolégicas del
consumo de EtOH, hallando numerosas analogias con comportamientos humanos
complejos que ha permitido a la investigacion obtener informacion en relacion con
el consumo de alcohol en donde en ambas especies tienen reacciones similares
dentro de las estructuras cerebrales implicadas en los procesos de aprendizaje,
memoria, percepcion, asi como los comportamientos de adaptacion de los
individuos que se desarrollan en su medio ambiente y por ultimo destacando el

reforzamiento del consumo de alcohol etilico o etanol (EtOH).

Cabe mencionar que algunos autores en sus experimentos previos afirman
que, los estudios con roedores son utilizados para elucidar las bases
neurobioldgicas del consumo y los procesos de refuerzo de EtOH en humanos. En
este sentido, se han hallado numerosas analogias con comportamientos humanos
complejos; por ejemplo, el deseo compulsivo por el consumo, la recaida y la
pérdida de control (Spanagel, 2000; citado en Kamenetzky, Bentosela, y Mustaca,

2005).

Por ende, se puede decir que, los sintomas o comportamientos asociados al
proceso de adiccion suelen tener un origen multifactorial-neurobiol6gico donde al
ingerir EtOH modulan la activacién de los receptores GABAA, NMDA, Glicina 'y

Nicotinicos en el sistema de la recompensa que implican la interaccién de sefales



guimicas entre las células involucradas y los estimulos que estas reciben, no
obstante, los receptores de las neuronas en el sistema de la recompensa
interactdan con ciertos farmacos, los cuales pueden inhibir (antagonista) o activar
(agonista) estos mecanismos en el sistema de la recompensa del cerebro. Con el
fin de estudiar estos mecanismos se han hecho diversos estudios que han
evaluado los efectos de diferentes sistemas de neurotransmision cerebral
incluyendo al sistema de la serotonina y su amplia familia de receptores. Por lo
tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los efectos de agonistas y
antagonistas 5-HT1B administrados sistémicamente en la autoadministracion oral

de etanol en ratas de laboratorio.



1. Datos Epidemiolégicos de Consumo de Alcohol en el Mundo y en

México

El consumo nocivo de EtOH es uno de los principales factores de riesgo
para la salud en todo el mundo, éste ha sido asociado a mas de 64 enfermedades
(ENCODAT, 2017). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el
consumo crénico de EtOH esta asociado al riesgo de desarrollar problemas de
salud tales como trastornos mentales y comportamentales, incluido el alcoholismo,
asi como importantes enfermedades no transmisibles como la cirrosis hepatica,
algunos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares, al igual que
traumatismos derivados de la violencia y accidentes de transito (OMS, 2018). Por
otra parte, la OMS estim6 que hay 2,300 millones de bebedores en el mundo. Mas
de la mitad de la poblacién de tres regiones miembros de esta organizacion
(América, Europa y el Pacifico Occidental) consumen EtOH. Asi pues, Europa
tiene el consumo per capita mas alto del mundo, a pesar de que ha disminuido en
mas del 10% desde 2010. Las tendencias y proyecciones actuales apuntan a un
aumento del consumo mundial de EtOH per cépita en los proximos 10 afios,
particularmente en las regiones de Asia Sudoriental, Pacifico Occidental y las
Américas.

De igual forma, la OMS (2018), en su informe sobre la situacién mundial del
consumo de EtOH y la salud del 2018, reporta que, en las regiones de Africa, las

Américas, el Mediterraneo Oriental y Europa, el porcentaje de bebedores ha



disminuido desde el afio 2000. Sin embargo, aumento en la Region del Pacifico
Occidental de 51,5% en el 2000 a 53,8% en la actualidad y se ha mantenido
estable en la Region de Asia Sudoriental. Al analizar el consumo de alcohol se ha
observado que el 44,8% del total del consumo de EtOH se da en forma de licores
y aguardientes (también conocidos como bebidas espirituosas o bebidas blancas).
El segundo tipo de bebida mas consumida es la cerveza (34,3%), seguida del vino
(11,7%). En el mundo solo ha habido pequefios cambios en las preferencias de
bebidas desde el 2010. Los mayores cambios se produjeron en Europa, donde la
proporcion del consumo total registrado de licores y aguardientes disminuyé un
3% mientras que la del vino y la cerveza aumenté.

Por otro lado, la Organizacién Panamericana de la Salud (2018) estima que
para el 2025 el consumo total de EtOH por habitante en personas de 15 afios o
mas, aumente en las Américas, Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental, teniendo
como resultado, que el consumo total de EtOH por habitante en el mundo puede
ascender a 6,6 litros en el 2020 y 7,0 litros en el 2025, a menos que se detengan e
inviertan las tendencias ascendentes previstas en el consumo de EtOH en la
Region de las Américas y en las regiones de Asia Sudoriental y del Pacifico
Occidental.

En lo que respecta a México, la Encuesta Nacional de Consumo de Drogas,
Alcohol y tabaco en su reporte del 2017, reporta que el patron de consumo inicial
de EtOH es entre los 12 y 65 afios siendo su consumo diario de 3.5% y
consuetudinario de 6.0% en hombres, mientras que en las mujeres es de 3.9% y

2.7% respectivamente. Los varones de 18 a 65 afios, 5.2% consumo diario y



18.6% consuetudinario, por otro lado las mujeres, en ese orden presentan 2.4% y
7.8% respectivamente, por otro lado, la edad de inicio con mayor impacto es antes
de los 17 afios con un 53.1%, donde es mayor el consumo en hombres (61.5%)
gue en mujeres (43.1%), en el rango de 18 a 25 afios es de 36.5% en varones y
47.1% en mujeres y en el rango de 26 a 65 afilos es mucho mayor en las mujeres
con 9.8% y en hombres de 2.0%, aunado a lo anterior, la diferencia porcentual de
consumo excesivo entre hombres y mujeres corresponde al 0.2%, por otra parte

el consumo de EtOH en la poblacion general en México se ha mantenido al alza
entre las mediciones del 2011 y 2016, Asi pues, el consumo predominante por
sexo, en hombres como mujeres, ha aumentado en el afio 2016, ya que en
hombres paso de 44.3% a 48.1%, mientras que en mujeres hubo un aumento de
19.7% a un 24.4%. Por consiguiente, el patrén de consumo excesivo entre el afio
2011 y 2016 pas6 de un 12.3 a un 19.8%; en el caso de los hombres aumento de
20.9% a un 29.9% y en las mujeres de 4.1% a 10.3%. Este patron abarca desde
adolescentes hasta adultos mayores. Debido a esto, el indice de consumo
excesivo representa el principal problema en el ambito de las adicciones aunado al
hecho que las mujeres se han integrado mas a la ingesta del EtOH que en afios

anteriores (ENCODAT, 2017).



2. Efectos del Consumo de EtOH en la Salud Fisica, Mental y Social

Como se mencionod en el apartado anterior, el consumo de EtOH es uno de los
principales riesgos de salud a nivel fisico, social y mental. EI consumo de EtOH es
medido a través de gramos consumidos y/o bebidas estandar consumidas. Segun
la OMS (2001, citado en Ahumada, Gadmez y Valdez, 2017) “se ha establecido que
una bebida estandar corresponde a aquella que contiene alrededor de 10 g de
EtOH, semejante a lo contenido en una lata de cerveza de 330 ml al 5%
aproximadamente, una copa de vino de 140 ml al 12% o un vaso de destilados de
40 ml al 40%” (p.14). Estas cantidades son determinantes para el consumo y dafio
a nivel fisico ya que, como se menciono anteriormente, el primer consumo radica
en la adolescencia temprana, siendo asi una etapa critica por ser una etapa de
transicion donde se pueden desarrollar conductas de riesgo, existiendo una
predisposicién al consumo debido a diferentes factores como los biolégicos,
personales, familiares, psicoldgicos, escolares y ambientales/sociales. Teniendo
repercusion inicialmente en la salud fisica.

Para hablar acerca de los efectos del EtOH es importante saber los
componentes directos del mismo, puesto que el EtOH esta formado por una
molécula de dos atomos de carbono y un grupo oxhidrilo (OH), teniendo una
composicién soluble en agua, considerandose como hidrofilica y siendo insoluble
en grasas, lipofoba (Sanchez, 1997; citado en Arias, 2005), al ser consumido via

oral, el proceso inicia fundamentalmente en el tracto digestivo pues es donde



ocurre el metabolismo del mismo a través de los sistemas enzimaticos contenidos
en este organo, en este proceso, el EtOH es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica, teniendo un efecto directo en el cerebro, asi pues, el EtOH
produce cambios hasta metabolizarse en una sustancia llamada acetaldehido; en
las situaciones de consumo oral, Petersen, et al. (1983, citado en Aragon, Correa
y Sanchis, 2002) comentan que en las formas mas habituales, este proceso
acontece principalmente en el higado y se halla fundamentalmente mediado por la
enzima alcohol deshidrogenasa. Asi pues, esta enzima cataliza la conversiéon
correspondiente a sus aldehidos y cetonas (Aragon, et al., 2002). Por otra parte,
Souza y Machorro (1995; citado en Arias, 2005) comentan que el EtOH, después
de consumirse pasa a la sangre y se convierte en compuestos inertes por una
accion metabdlica “el EtOH produce el cuadro de intoxicacion, asi como también
una alteracion del metabolismo de la aldosterona, que produce retencién de sodio,
potasio y cloro; el poderoso efecto del EtOH en el gasto urinario ocurre, en parte,
debido al resultado del efecto de la hipofisis posterior sobre la hormona
antidiurética (p. 140)”. Arias (2005) comenta que uno de los efectos ocasionados
por consumo de EtOH ha sido un efecto anestésico sobre algunas partes del
cerebro, disminuyendo su actividad y favoreciendo una inhibicion sinaptica, en
cuanto a nivel quimico y neuronal.

Por otra parte, la ingesta de EtOH provocan enfermedades crénicas como
la dependencia o trastorno por uso de alcohol o EtOH (TUA) asi como un deseo
compulsivo (craving, en inglés) de ingesta de EtOH, de igual forma, el TUA es

asociado a otros trastornos mentales como la depresion que puede conllevar al



suicidio. Aunando a otro de los efectos ocasionados por la ingesta de EtOH, la
intoxicacion etilica aguda (IEA) siendo asi uno de los problemas mas agudos en la
sociedad, teniendo como manifestaciones clinicas un efecto depresor en el
sistema nervioso central (SNC), debido a la concentracion de EtOH en la sangre,
asi como también trastornos como esquizofrenia y depresion severa (Sarasa, et
al., 2014)

Dicho lo anterior, los efectos a nivel social son relacionados con conductas
violentas y lesiones; entre las lesiones accidentales e intencionadas, los
accidentes de trafico son debido a grandes cantidades de EtOH en la sangre
(CAS) siendo un riesgo exponencial ya que este es 13 veces mayor en

comparacion a una cantidad nula de CAS (Sarasa, et al., 2014).
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3. Todas las drogas adictivas, incluido el EtOH, estimulan el sistema de la

recompensa del cerebro

La adiccién a las drogas, incluido el EtOH, se considera un problema de salud
publica, ya que, a través de los ultimos afios, esta adiccion se ha agudizado,
denotando un incremento exponencial que debe ser atendido de manera prioritaria
a través del estudio de los mecanismos de las drogas de abuso, incluyendo el
EtOH y la nicotina del tabaco, en el SNC. Asi pues, es necesario mencionar que la
adiccion, es un trastorno “neuropsiquiatrico que se caracteriza por la compulsion
para buscar y consumir una droga, la pérdida del control en el consumo limitado y
la aparicion de un estado emocional negativo cuando no se le consume” (Koob y
Le Moal, 2006, citados en Miranda, Jiménez y Miranda-Barrientos, 2015, p. 141).
Nizama (2015), comenta que la adiccion es una enfermedad neurobioldgica
relacionada al circuito de la recompensa del cerebro, localizado en el sistema
mesolimbico debido que se ha reportado que todas las drogas adictivas, incluido
el EtOH, estimulan directa o indirectamente el sistema de la recompensa del

cerebro.
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3.1 El Sistema de la Recompensa del Cerebro

A través de los apartados anteriores se ha abordado la adiccibn como una
enfermedad del cerebro que debe comprenderse desde un punto de vista
neurobiolégico, por lo que es importante conocer el sistema de la recompensa del
cerebro, también llamado circuito mesolimbico de la dopamina (DA). Este sistema
fue descubierto por James Olds y Peter Milner (1954) al colocar un electrodo de
estimulacion eléctrica en el cerebro de una rata. El animal se encontraba dentro de
una caja donde tenia la opcion de presionar una palanca y autoadministrarse
pulsos eléctricos, esta autoadministracion demostré que la rata no dejaba de
estimularse, e incluso, llegaba a soportar reforzadores negativos ya sea
atravesando una malla electrificada, asi como elegir entre comer, beber o
aparearse. Olds y Milner llegaron a la conclusién que habian encontrado el centro
del placer del cerebro (Montes y Prospéro, 2005).

Como se menciond anteriormente, sentir placer por medio de conductas
gue son criticas para nuestra existencia nos motiva a repetirlas. Por lo tanto, el
sistema mas estudiado ha sido el de Olds y Milner.

Otros autores han afirmado lo siguiente:

El sistema mesolimbico esté constituido por neuronas dopaminérgicas agrupadas
en el area tegmental ventral (ATV), estas neuronas se proyectan al nicleo
accumbens (nAcc); con Bahena, Gonzalo y Arias (2000), el nAcc contiene dos tipos
de receptores de DA, el tipo D1, y el tipo D2, Los receptores de la familia D1
(subtipos D1 y D5) estan acoplados a proteinas Gs y estimulan la formacion de

monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) como principal mecanismo de
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transduccion de sefiales. Los subtipos pertenecientes a la familia D2 (D2, D3 y D4)
inhiben la formacién de AMPc, activan canales de K+ y reducen la entrada de iones
de Ca2+ a través de canales dependientes del voltaje, efectos mediados también
por proteinas G. A | activarse las neuronas del ATV, éstas liberan DA en el nAcc, lo
gue el sistema de la gratificacién interpreta como placer (Bahena, Gonzalo y Arias,

2000, p. 39).
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4. Influencia del EtOH y el Sistema de la Recompensa

La importancia del sistema nervioso central (SNC) y particularmente el sistema
de la recompensa radica en que es modulado por las propiedades motivacionales
de los reforzadores naturales como el agua, la comida o el sexo incluyendo en
mayor grado las propiedades motivacionales de las drogas como la cocaina,
anfetamina, y opioides, incluyendo el EtOH, ya que en el cerebro existen
diferentes tipos de blancos moleculares de este, siendo los receptores GABAA, los
receptores 5-HT3, los receptores NMDA vy los receptores de Glicina, entre otros.
Sin embargo, la relacién que se ha estudiado del EtOH indica que el EtOH tiene
como blanco principal, pero no el Unico, el sitio alostérico de los receptores
GABAA, esta activacion de los receptores GABAA por el EtOH produce una
inhibicion de la actividad de las interneuronas GABAérgicas del ATV (Stobbs et al.,
2004, como se cité en Jimenez, et. al., 2022). Como consecuencia de esta
inhibicion, las neuronas DAérgicas de ATV incrementan su liberacién de DA en el
nAcc. Este incremento en DA en nAcc es el responsable de las propiedades
adictivas del EtOH (Weiss et al., 1993).

La interaccién de EtOH-Receptor GABAA, es activado por el EtOH ya que
provoca una inhibicién de las interneuronas GABAérgicas liberando una cantidad
menor de GABA, provocando una desinhibicién de las neuronas dopaminérgicas
del ATV y como consecuencia, aumenta la liberacién de DA en el nAcc teniendo

como resultado mayor excitacion, descrito asi por Leon, et. al. (2014):
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“...Los sitios de fijacion de la mayor parte de las sustancias que actdan
sobre este complejo (sean agonistas, antagonistas 0 agonistas inversos) suelen
estar en la parte extraneuronal, aunque algunos estan en el propio canal o en otros
lugares...A través del canal dentro del receptor GABAA pueden pasar moléculas
cargadas negativamente y de muy pequefio tamafio, especialmente el anién CI. La
activacion del receptor da lugar a la apertura del canal, lo que permite la entrada de
Cl, y se produce una hiperpolarizacién de la membrana, que conlleva una
disminucién de la excitabilidad de la neurona y, consecuentemente, de su actividad

funcional. (p.43).

Dicho lo anterior, el EtOH se comporta como un co-factor positivo para el
receptor GABAA favoreciendo el flujo de cloruro cuya carga negativa eleva la
diferencia potencial.

Por otra parte, Guerri (2000) comenta que:

la interaccion entre el EtOH y el receptor NMDA, demuestra que el
NMDA es uno de los principales receptores del Glu, siento este el mayor
excitador cerebral, este receptor esta asociado a un canal de calcio y alrededor
de este se localizan lugares de unidn para el glutamato y otros ligandos (glicina,
neuro-esteroides, poliaminas) que actuarian modulando la accién del glutamato y
la entrada de cationes a la célula, se ha demostrado que tanto las bajas y altas

concentraciones de EtOH inhiben la funcién del receptor NMDA. (p. 16).

Mientras que Leon, et. al. (2000) afirma que “la accion aguda del etanol en
este receptor consiste en disminuir el flujo de Ca2+ a través del canal, con lo que
se inducen cambios a largo plazo en la funcion y sefializacion neuronal, pues
dicho catién actia sobre diversas enzimas intracelulares implicadas en la

expresion/represion de informacion genética” (p.44).
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En relacion con la interaccion EtOH-Receptores Glicina (Gli), se ha
demostrado que el EtOH al ser un modulador alostérico positivo, cuando los
neurotransmisores de Gli se unen al R-Gli provoca cambios conformacionales que
llevan a la apertura del canal i6nico lo que produce un aumento en la entrada de
iones cloruro. EI EtOH aumenta la corriente activada por glicina lo que provoca un
mayor ingreso de iones cloruro a las células (Gallegos, 2020).

Se sabe que el EtOH estimula el aumento de la actividad serotonérgica
(5HT) através de sus receptores, que son activados por ligando. Estos receptores
ionotropicos tienen cuatro segmentos transmembrana que son estructuralmente
parecidos a los receptores de la ACh. Estos son permeables a cationes
monovalentes y se piensa que participan en la transmision sinaptica excitadora
rapida en algunas areas cerebrales (Kandel et al., 2001, como se citd en
Medina,2006). El sistema de la 5HT en el cerebro juega un papel importante
mediando los efectos del EtOH cuando esta en dosis bajas-moderadas. De
acuerdo con la relacién entre el funcionamiento de la 5HT cerebral y el consumo
de etanol, se han encontrado agentes capaces de inhibir la recaptura de 5HT
(Medina, 2006).

En resumen, los receptores GABAA juegan un papel crucial en el
reforzamiento del EtOH, ya que sus agonistas aumentan la autoadministracion,
mientras que la estimulacion de los receptores NMDA ejerce una influencia
inhibitoria en el reforzamiento; por ello, parte del potencial reforzador podria
deberse a su accién antagonica sobre los receptores NMDA. La presencia de

receptores 5-HT1B en las interneuronas colinérgicas (iAchérgicas) en el nAcc
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podria ser relevante en las propiedades gratificantes del EtOH debido a que la
actividad de las iAchérgicas, aunque estas representan cerca del 1% de todas las
neuronas en el nAcc, modulan la actividad de circuitos locales y la liberacion de
DA (Cachope et al., 2012; Kods y Tepper, 2002). Cabe mencionar que estas
iIAchérgicas liberan acetilcolina y hacen contacto con receptores colinérgicos tipo
nicotinicos y tipo muscarinicos. En el caso de los receptores nicotinicos, estos, se
encuentran localizados en las terminales dopaminérgicas en el nAcc y podrian
modular las acciones conductuales relacionadas con las drogas de abuso, incluido
el EtOH.

Ademas, hay que mencionar que Ledn, et al. (2020) comentan que gran
parte de los efectos del EtOH sobre el sistema nervioso, pueden ser explicados a
partir de su interaccion con dos complejos proteicos de importancia medular en la
recepcion y el procesamiento de sefiales, el mencionado anteriormente como
receptor GABAA y el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) del glutamato. Por lo
tanto, las neuronas GABAérgicas disminuyen de manera transitoria la excitabilidad
de otras neuronas, lo que se traduce en una atenuacion de la respuesta de éstas
Gltimas ante estimulos posteriores.

Asi pues, las técnicas de microdialisis han revelado que los receptores
nicotinicos han sido de vital importancia debido a que los ligandos colinérgicos tipo
nicotinicos podrian regular la liberacién de DA en nAcc por los axones
provenientes del ATV, por lo que estos ligandos podrian favorecer la modulacion a
las conductas relacionadas con el consumo de EtOH. Adicionalmente, la liberacién

de acetilcolina por las iAchérgicas esta modulada por diferentes tipos de
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receptores de neurotransmision cerebral, entre ellos los receptores de serotonina
1B (5-HT1B). Los receptores 5-HT1B también se encuentran localizados tanto en
las terminales de neuronas 5-HTérgicas en el ATV como en las neuronas
GABAérgicas del ATV. Esta distribucion de los receptores 5-HT1B indican la
importancia de la 5-HT en el circuito de la gratificacion del cerebro, especialmente

los localizados en las iAchérgicas.
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Planteamiento del Problema

Los receptores 5-HT1B se encuentran localizados como autorreceptores en
las terminales presinapticas de neuronas 5-HTérgicas y como heterorreceptores
en las terminales presinapticas de neuronas no 5-HTérgicas (Ruf y Bhagwagar,
2009). En ambos casos, su activacion por agonistas 5-HT1B, inhibe la liberacion
de 5-HT y otros neurotransmisores, respectivamente. La administracion de
antagonistas 5-HT1B, produce el efecto contrario (Hannon y Hoyer, 2008). Es
conveniente mencionar que no se han encontrado diferencias estructurales entre
auto y heterorreceptores 5-HT1B (Sari, 2013) aunque algunos estudios han
reportado que los autorreceptores exhiben una mayor sensibilidad a los ligandos
5-HT1B en comparacion con los heterorreceptores (Sarhan y Fillion, 1999). En el
circuito de la gratificacion del cerebro, los autorreceptores 5-HT1B se encuentran
localizados en las terminales de la via rafe dorsal-nAcc y rafe dorsal-ATV y los
heterorreceptores se encuentran localizados en las terminales Gluérgicas de la via
cortico-nAcc (Sari, 2013). Ademas, también se ha reportado la localizacion de
heterorreceptores.

Los receptores 5-HT1B en las terminales presinapticas de iAchérgicas en el
nAcc regulan la actividad de las neuronas espinosas medianas (NEM) y a un
fenotipo conductual relacionado con la depresion (Virk, et al., 2016). Otros
estudios indican que los heterorreceptores 5-HT1B regulan la transmision en
terminales Gluérgicas que inervan al nAcc (Morikawa, et al, 2000).

Adicionalmente, los heterorreceptores 5-HT1B también se encuentran localizados
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en las terminales de las interneuronas GABAérgicas de ATV y regulan la liberacion

de GABA en la vecindad de las neuronas DAérgicas (Bruinvels et al., 1994).

Una forma de poder diferenciar entre autorreceptores y heterorreceptores 5-HT1B
es la administracion de agonistas y antagonistas selectivos de los receptores 5-
HT1B previo a la administracion de EtOH y evaluar el efecto conductual del EtOH.
Asi, los efectos del agonista 5-HT1B en la conducta inducida por el EtOH seran
diferentes si el agonista activa preferencialmente a los autorreceptores que si

activa preferencialmente a los heterorreceptores.

Objetivo
Por lo que en presente estudio evaluamos los efectos de agonistas y antagonistas

5-HT1B administrados sistémica en la autoadministraciéon oral de etanol.

Objetivos particulares
e Evaluar los efectos agudos de la administracion sistémica del agonista
CP94253 y del antagonista SB216441 sobre el consumo de agua.
e Evaluar los efectos agudos de la administracion sistémica CP94253 y del

antagonista SB216441 en la autoadministracién oral de EtOH.
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Método

Sujetos

Se utilizaron 70 ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 120
dias de edad al inicio de los experimentos alojadas en grupos durante los primeros
120 dias y con un peso promedio de 200 a 250 g provenientes del Bioterio
General de la FES-Iztacala. La comida y el agua siempre estuvieron disponibles.
Posteriormente, los animales se privaron de agua por 24 h durante todos los
procedimientos experimentales. Los procedimientos de cuidado y manejo de
animales se realizaron conforme a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-00-1999),
titulada “Especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio”.

Aparatos

La autoadministracién oral de EtOH en ratas se cuantificd en cajas de
condicionamiento operante modelo MED-008-D1 (MED-Associates, St. Albans,
VT, USA) equipadas con palancas retractiles y bebederos automaticos. Las
presiones a las palancas se detectaron a través de una interfase que estuvo
conectada con una computadora PC. También se utilizaron cajas especiales con
botellas graduadas que fueron llenadas con agua o una solucion de EtOH con
agua en una concentracion al 12% (v/v). Al final se cuantificé el nimero total de

respuestas a la presion de la palanca.



21

Drogas

Se utilizé una solucién de EtOH (Baker, México) con agua al 12%. También
se utilizaron el agonista 5-HT1B CP94253 (Tocris, Ballwin, MO, USA) y el
antagonista 5-HT1B SB216641 (Tocris, Ballwin, MO, USA). Ambos compuestos
fueron disueltos en solucién salina (0.9%) y fueron administrados

intraperitonealmente en un volumen de 1.0 ml/kg.

Efectos agudos de la administracion sistémica de ligandos 5-HT1B sobre el

consumo de agua

Inicialmente se evaluaron los efectos agudos del CP94253 y SB216641 sobre
el consumo de agua, para averiguar si estos compuestos tenian efectos intrinsecos
en el consumo de liquidos que pudieran enmascarar los efectos sobre la auto-
administracion oral de EtOH. En grupos independientes de ratas (n=10) se evalu6
en una ocasion los efectos de diferentes dosis de CP94253 (2.0, 4.0 y 8.0 mg/kg) y
SB216641 (2.5, 5.0 y 7.5 mg/kg). Las ratas se entrenaron a beber agua diariamente
por 7 dias en periodos de 30 min en sus cajas-hogar. Después de este
entrenamiento se llevé a cabo una sesién de prueba, las ratas se colocaron en cajas
experimentales donde tuvieron acceso a una botella de agua por 30 min. Quince
min antes del acceso al agua se les administré ip una dosis de los ligandos 5-HT1B

CP94253 0 SB216641, una dosis por sesién y por grupo.
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Procedimiento del entrenamiento de autoadministracién oral de EtOH

El cronograma del procedimiento general se ilustra en la figura 1A. En los
primeros 7 dias las ratas tuvieron acceso a una botella con agua durante 30 min
en sus cajas-hogar. En los siguientes 4 dias, las ratas tuvieron acceso a una
botella con una solucién de agua con EtOH al 12% durante 30 min en sus cajas-
hogar. Posteriormente, las ratas se sometieron a un entrenamiento de presionar la
palanca para la obtencién de 0.01 ml de agua bajo un programa de reforzamiento
de razon fija 1 (RF1) por 30 min/dia durante 3 dias consecutivos. A partir del
cuarto dia, el agua se sustituyo por una solucion de EtOH al 12% bajo un
programa RF1 durante 3 dias consecutivos en sesiones de 30 min/dia.
Posteriormente, el programa RF1 cambié a RF3, esto es, las ratas presionaron la
palanca 3 ocasiones para obtener 0.01 ml de la solucién de EtOH como
reforzador. Una vez que las ejecuciones por EtOH se estabilizaron (cuando las
respuestas para obtener EtOH como reforzador no varien mas del 20% en 3
sesiones consecutivas), se evaluaron los efectos de los ligandos 5-HT1B en las
respuestas para obtener EtOH como reforzador como sigue: a las ratas se les
inyecta la dosis 1 de la droga 1 y se sometieron al programa de reforzamiento RF3
para la obtencién de EtOH como reforzador. Después de esta prueba, las ratas se
sometieron a sesiones de reentrenamiento idénticas a las sesiones previas de la
sesién de prueba, programa de reforzamiento RF3 con EtOH como reforzador. El
ciclo programa de reforzamiento RF3 para obtener EtOH como reforzador-sesion

de prueba se llevo a cabo hasta que se evaluar con todas las dosis de las drogas.
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Efectos de la administracion sistémica de ligandos 5-HT1B en la
autoadministracion oral de EtOH

En este experimento se utilizé un disefio intra-sujetos en el cual un grupo de
ratas (n=10) se evaluaron de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccién
de procedimiento del entrenamiento de autoadministracion oral de EtOH. Después
que la tasa de respuestas se estabilizo por 3 dias consecutivos, se evaluaron
diferentes dosis de CP94253 (0.0, 2.0, 4.0 y 8.0 mg/kg), SB216641 (0.0, 2.5,5.0y
7.5 mg/kg) y la coadministracion de CP94253 (8.0 mg/kg) + SB216641 (0.0, 2.5,
5.0y 7.5 mg/kg), una dosis por sesion de prueba. Las dosis de las drogas se

administraron 15 min antes de la prueba y se administraron en un orden azaroso.

Analisis estadistico

Durante los experimentos del presente estudio se midio el consumo de
agua en ml, y en otros casos, el nUmero de respuestas a la palanca. Los datos
obtenidos en la evaluacion de los efectos agudos de los compuestos sobre el
consumo de agua se analizaron con un ANOVA de una via. Los datos obtenidos
en las condiciones experimentales con programas de reforzamiento con agua o
con EtOH se analizaron con un ANOVA factorial de medidas repetidas de dos
vias, con efectos principales de programa de reforzamiento y respuestas en los
dias 1, 2 y 3. Los datos que se obtuvieron en las pruebas de administracién de los
compuestos CP94253 y SB216641se analizaron con un ANOVA de una via de

medidas repetidas. Cuando los ANOVAs fueron significativos, se llevé a cabo un



analisis de comparaciones posteriores con la prueba Bonferroni. En todas las

pruebas, el nivel de rechazo del error tipo | fue de 0.05.
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Resultados

Efectos Agudos de la Administracién Sistémica de Ligandos 5-HT1B en el

Consumo de Agua

La figura 1B muestra el consumo de agua cuando se administraron por via ip
diferentes dosis del agonista del receptor 5-HT1B CP94253 o del antagonista del receptor
5-HT1B SB216641. Un ANOVA de una via mostré que no hay diferencias de consumo de
agua cuando se administré el CP64253 (F[3,36] = 0.735, p = .538) 0 el SB216641 (F[3,36]

=0.768, p = 0.520).

ADMINISTRACION SISTEMICA (n=10)
Test 1 D1D1 EtOH (12%) Test n DnDn
30 min acceso30 min acceso Agua (ER) bajo EtOH (12%) bajo EtOH (12%) bajo EtOH (12%) bajo bajo RF3 EtOH (12%) bajo
al agua EtOH (12%) RF1 RF1 RF3 RF3 RF3
7 dias 4 dias 3 dias 3 dias Ultimas 3 sesiones 1 dia Ultimas 3 sesiones 1 dia
consecutivas (80% consecutivas (80%
estabilidad) estabilidad)

e —O— RF1{ER = agua)
L « —@— RF1{ER=EtOH al 12%)

500 * —A— RF3 (ER = EIOH al 12%)
80% estabilidad
400

15¢¢/¢—¢ ¢¢\*/o

Media de respuestas a palanca
w
8
[=]

LB 20 40 8.0 LB 25 50 T
CP 94253 (mgikg) SB 216641 (mglkg)

Media de consumo de agua (ml)

Figura 1. Administracion sistematica de ligandos 5-HT1B en el consumo de agua. A. La linea del tiempo muestra los dias de

privacion y acceso a agua o etanol, mientras que los puntos de la figura 1B muestran el consumo de agua bajo las dosis de
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del agonista del receptor 5-HT1B CP94253 o del antagonista del receptor 5-HT1B SB216641; la figura 1C muestra la

autoadministracion del EtOH con agua al 12% en diferentes condiciones.

Efectos de la Administracién Sistémica de Ligandos 5-HT1B en a

Autoadministracién Oral De EtOH

La figura 1C muestra la autoadministracion oral de EtOH mezclado con
agua al 12% bajo distintas condiciones. El promedio de respuestas reforzadas con
agua bajo un programa RF1 (ver grafico con circulos abiertos) fue muy similar en
los tres dias que muestra la figura. El grafico con circulos cerrados muestra el
promedio de respuestas de autoadministracion oral de EtOH bajo un programa
RF1, y como se puede observar, el promedio de respuestas fue muy similar. Sin
embargo, el grafico con triangulos cerrados muestra que cuando las respuestas
fueron reforzadas con EtOH bajo un programa RF3 se observé un incremento en
las respuestas, pero en las 3 ultimas sesiones que se graficaron no se observaron
diferencias en el promedio de respuestas. Un ANOVA factorial de medidas
repetidas de dos vias confirmé lo anterior ya que los efectos principales de grupo
fueron significativos (F [2,27] = 15.285, p = 0.0001), mientras que el efecto
principal de dias (F [2,54] = 2.550, p = 0.087) y la interaccién grupo y dias (F [4,54]
=0.192, p = 0.942) no fueron significativos. Las comparaciones posteriores con la
prueba de Bonferroni revelaron diferencias significativas de las respuestas diarias
bajo la condicion RF3 reforzadas con EtOH con las sesiones correspondientes de
las otras condiciones. La figura 2 panel izquierdo, muestra los efectos de la
administracion de diferentes dosis del agonista 5-HT1B CP94253 sobre la

autoadministracion oral de EtOH mantenida por un programa RF3. Los datos
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muestran que administracion de CP94253 produjo un efecto dependiente de la
dosis, a mayor dosis, mayor la atenuacion de las respuestas de
autoadministracion oral de EtOH. Un ANOVA de una via de medidas repetidas
mostro diferencias significativas entre las dosis (F[3,27] = 41.755, p = 0.001). Las
comparaciones posteriores con la prueba de Bonferroni revelaron que las dosis de
4.0 y 8.0 mg/kg fueron diferentes con la dosis de 0.0 y 2.0 mg/kg. También se
observaron diferencias significativas entre las dosis de 4.0 y 8.0 mg/kg. La figura 2
panel central, muestra los efectos de la administracién del antagonista 5-HT1B
SB216641 sobre la autoadministracion oral de EtOH. Como se puede observar, la
administracion del SB216641 no produjo ningun efecto sobre las respuestas de
autoadministracion oral de EtOH. Un ANOVA de una via de medidas repetidas

confirmd lo anterior (F[3,27] =0 .525, p = 0.659).

La figura 2 panel derecho, muestra que la administracion de diferentes
dosis del antagonista SB216641 en combinacién con una dosis fija del agonista
CP94253 produjo una disminucion, dependiente de la dosis del antagonista
SB216641, en los efectos del agonista CP94253 en la autoadministracién oral de
EtOH. Un ANOVA de una via de medidas repetidas confirmé lo anterior (F[3,27]=
10.255, p=0.001). La prueba de comparaciones posteriores Bonferroni revel6 que
la condicién en la cual se administr6 5.0 y 7.5 mg/kg de SB216641 en conjunto

con CP94253 (8.0 mg/kg) difirié de la condicion de 0.0 y 2.5 mg/kg de SB21664
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Figura 2. Administracion de dosis del antagonista SB216641 en combinacion con una dosis fija del agonista
CP94253, las barras de la figura 2A muestran la media de respuestas bajo los efectos de la

autoadministracién de CP94253, antagonista SB216641.
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Discusion
El propdsito del presente estudio fue evaluar los efectos de la

administracion sistémica de ligandos 5-HT1B en el mantenimiento de la conducta
de auto-administracion oral de EtOH en ratas. Los datos de este estudio indican
que la administracion sistémica del agonista 5-HT1B CP94253 disminuyo la auto-
administracion oral de EtOH, este efecto fue anulado por la administracion del
antagonista 5-HT1B SB216641. Nuestros resultados apoyan la importancia de los
receptores 5-HT1B en la modulacion de las propiedades reforzantes del EtOH y
estan en linea con los resultados de otras investigaciones previas. Por ejemplo, la
administracion intraperitoneal del agonista 5-HT1B CP94253 redujo la auto-
administracion de EtOH al 10% de concentracion (Maurel, De Vry, y Schreiber,
1999). De igual manera, la administracion intraperitoneal del agonista 5-HT1B
RU24969, aunque este también muestra afinidad por el receptor 5-HT1A, suprimié
significativamente la auto-administracién de EtOH y este efecto fue revertido por la
administracion del antagonista selectivo por los receptores 5-HT1B GR127935
(Tomkins y O"Neill, 2000). Los receptores 5-HT1B no solo modulan las
propiedades gratificantes del EtOH, sino que también podrian estar involucrados
en los efectos de algunos psicoestimulantes. Por ejemplo, un estudio reporté que
la administraciéon del agonista CP94253 atenud la auto-administracion de cocaina
bajo un programa de razén progresiva después de un periodo largo de abstinencia
(Pentkowski et al., 2014).También, la administracién intra-accumbens del
CP94253 disminuyd la auto-administracion de anfetamina bajo un programa de

razon progresiva (Fletcher, Azampanah, y Korth, 2002), la administracion
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sistémica del CP94253 también disminuye las propiedades discriminativas de la
anfetamina (Miranda et al., 2007). Adicionalmente, se ha reportado que el agonista
5-HT1B CP94253 disminuyo el consumo de metanfetamina en ratas bajo un
programa de reforzamiento RV5 antes y después de un periodo de abstinencia y la
administracion del antagonista 5-HT1B SB224289 revirti6 el efecto del CP94253
(Garcia, et al., 2017).

Los resultados previos y los que reportamos en este estudio sugieren que
los agonistas del receptor 5-HT1B son importantes para regular algunas conductas
relacionadas con el consumo de psicoestimulantes y EtOH. Aunque el mecanismo
neuroquimico involucrado en los efectos de los agonistas 5-HT1B no se ha
aclarado bien hasta el momento, se podrian especular algunas consideraciones al
respecto. Primero, el sistema 5-HTérgico juega un papel importante en la
modulacién de conductas relacionadas con el consumo de drogas adictivas,
incluido el EtOH (Muller y Homberg, 2015; Sari, Johnson, y Weedman, 2011). El
nAcc y el ATV, son estructuras importantes del sistema de la gratificacion del
cerebro que reciben proyecciones 5-HTérgicas a través de varios subtipos de
receptores (Muller y Huston, 2006). Segundo, varias lineas de evidencia sugieren
gue los receptores 5-HT1B localizados en el sistema de la gratificacion del
cerebro, particularmente en el nAcc, juegan un papel importante en la modulacién
de conductas asociadas al consumo de drogas de abuso, incluido el EtOH (Garcia
et al., 2017; Yan, Zheng, Feng, y Yan, 2005). Tercero, los receptores 5-HT1B son
fuertemente expresados en la coraza o caparazon o también conocido como el

Shell (por su nombre en inglés) del nAcc (Bruinvels et al., 1994). Varios estudios
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han sugerido que los receptores 5-HT1B estan expresados tanto en neuronas 5-
HTérgicas como neuronas no 5-HTérgicas, actuando como auto y
heterorreceptores, respectivamente, regulando la liberacién de 5-HT y de otros
neurotransmisores (Morikawa, Manzoni, Crabbe, y Williams, 2000). Los
heterorreceptores 5-HT1B se han localizados en las terminales axénicas de las
neuronas espinosas medianas (NEM) que proyectan del nAcc al ATV y a otras
estructuras, también se han localizado en terminales Gluérgicas que llegan al
nAcc (Muramatsu et al., 1998). Es bien documentado que la administracién o
consumo de EtOH produce un aumento en los niveles extracelulares de DA en el
nAcc (L Chiara y Imperato, 1988; Imperato y Di Chiara, 1986; Clarke, Adermark,
Chau, Séderpalm, y Ericson,2014; Yan et al., 2005) por lo que una disminucién en
las conductas relacionadas con el EtOH deberia involucrar un mecanismo que
redujera los niveles extracelulares de DA en el nAcc (Sari, 2013). Una primera
aproximacion seria considerar a los heterorreceptores 5-HT1B que se localizan en
las terminales axdnicas de las NEM que proyectan del nAcc al ATV. La
estimulacién de estos receptores por la 5-HT o agonistas exdégenos 5-HT1B,
inhibiria la liberacion de GABA por las NEM provenientes del nAcc, lo que
provocaria, una desinhibiciéon de las neuronas DAérgicas de ATV y, como
consecuencia, se observaria una mayor liberacion de DA en el nAcc (Parsons,
Koob, y Weiss, 1999). Debido a lo anterior, este mecanismo podria descartarse
como responsable de los efectos de agonistas 5-HT1B sobre el consumo de EtOH
observados en algunos experimentos (Miczek y de Almeida, 2001) y en los

resultados de este estudio. Otra explicacion podria involucrar a los
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heterorreceptores 5-HT1B localizado en terminales Gluérgicas que llegan al nAcc.
Una disminucion de los inputs excitatorios provenientes de neuronas Gluérgicas
reduciria o inhibiria la actividad de las NEM en el nAcc lo que produciria al final un
aumento en los niveles presinapticos de DA en el nAcc (Muramatsu et al., 1998),
por lo cual se podria descartar este mecanismo para explicar nuestros resultados
y los de otros.

Otro posible mecanismo que explicaria los resultados de esta investigacion
y los de otros estudios, involucraria a los heterorreceptores 5-HT1B localizados en
las terminales axdnicas de las iAchérgicas en el nAcc (Virk et al., 2016). Algunos
estudios han reportado que la liberacion de Ach por las iAchérgicas del nAcc
activan a los receptores nicotinicos localizados en las terminales de neuronas no
Achérgicas de DA (Yorgason, Zeppenfeld, y Williams, 2017), GABA (Zhou, Wilson,
y Dani, 2002) y otras. De esta forma, la actividad de las iAchérgicas influye en
gran parte en la actividad de la poblacién neuronal del nAcc (Zhou et al., 2002). La
estimulacién de los heterorreceptores 5-HT1B en las iAchérgicas del nAcc
disminuiria los inputs excitatorios a las neuronas DAérgicas, y como
consecuencia, disminuirian los niveles presinapticos de DA en el nAcc (Hanada et
al., 2018). Este mecanismo es consistente con nuestros datos y los de otros. En
apoyo a esta sugerencia, se ha reportado, en primer lugar, que la liberacion de DA
en el Shell del nAcc es modulada por las iAchérgicas a través de los receptores
nicotinicos localizados en las terminales presinapticas de DA (Shin, Adrover,
yAlvarez, 2017) y la estimulacion de los receptores 5-HT1B en las terminales de

iAchérgicas podrian inhibir la liberacién de Ach y, como consecuencia, disminuir
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los inputs excitatorios en las neuronas DAérgicas (Virk et al., 2016).
Adicionalmente, se ha reportado que la administracion del antagonista de los
receptores Achérgicos tipo nicotinicos, mecamilamina, previno el escalamiento de
la auto-administracion de cocaina (Hansen y Mark, 2007).

Aunque con los datos de este estudio no se podria descartar con claridad
ningun mecanismo sefalado arriba, los datos obtenidos con la administracion
sistémica del agonista CP94253 indicarian que en la auto-administracion oral de
EtOH no solo estarian participando los receptores 5-HT1B en el nAcc, sino
también los localizados en las interneuronas GABAérgicas del ATV. En el caso de
la localizacién de estos receptores en el nAcc, podria ser posible que la
estimulacién de los receptores 5-HT1B en el nAcc esté actuando en un
mecanismo complejo en el que podrian participar diversos tipos de neuronas para
alterar las conductas relacionadas con el consumo de EtOH.

En conclusidn, la presente investigacion mostrd que la administracion del
agonista 5-HT1B CP94253 disminuyé la auto-administracion oral de EtOH en
ratas, esta disminucion fue revertida por el pre-tratamiento con el antagonista
selectivo de los receptores 5-HT1B SB216641. Estos datos, junto con los de otros
estudios, proporcionan evidencia del papel modulatorio de los receptores 5-HT1B

en las conductas relacionadas con las drogas adictivas, incluyendo el EtOH.
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