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RESUMEN

Introduccion: El Sindrome de Abstinencia Alcohodlica es la expresion clinica de la
interrupcion brusca o disminucion de la ingesta de alcohol en un paciente con
dependencia fisica. Produce desequilibrio neuronal dopaminérgico asociado a
importantes trastornos conductuales.

Objetivo: Evaluar los efectos del ozono sobre la capacidad de memoria en ratas
alcoholicas en abstinencia con manipulacion de bromocriptina.
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Métodos: Se utilizd ozono médico (1mg/kg via rectal, 15 sesiones) en un modelo
de alcoholismo en ratas Lewis durante la abstinencia. Se realizd6 manipulacion
farmacoldgica de los receptores dopaminérgicos con bromocriptina (5mg/kg ip).
Se aplico la prueba conductual Laberinto Acuatico de Morris en cada etapa del
diseno experimental.

Resultados: Se observo una disminucion del tiempo de latencia en el Laberinto
Acuatico de Morris en las ratas alcoholicas ozonizadas con respecto a las no
ozonizadas. Esto demostré los efectos del ozono como regulador de la
transmision dopaminérgica aun en condiciones extremas de abstinencia
alcoholica, provocadas por la administracion de bromocriptina.

Conclusiones: El ozono disminuyé las afectaciones de memoria relacionadas con
la abstinencia alcohdlica, aun en condiciones de desequilibrio neuronal reforzado
por un agonista dopaminérgico.

Palabras clave: abstinencia alcoholica; ozono; dopamina; estrés oxidativo;
memoria.

ABSTRACT

Introduction: Alcohol Withdrawal Syndrome is the clinical expression of the
abrupt interruption or decrease of alcohol intake in a patient with physical
dependence. It produces dopaminergic neuronal imbalance associated with
important behavioral disorders.

Objective: To evaluate the effects of ozone on memory capacity in alcoholic rats
in abstinence with bromocriptine manipulation.

Methods: Medical ozone (1mg/kg rectally, 15 sessions) was used in a Lewis rat
model of alcoholism during withdrawal. Dopaminergic receptors were
manipulated with bromocriptine (5mg/kg ip). The Morris Water Maze behavioral
test was applied at each stage of the experimental design.

Results: Within the Morris Water Maze, the latency time decreased in ozonated
alcoholic rats with respect to non-ozonated rats. This demonstrated the effects
of ozone as a regulator of dopaminergic transmission even under extreme
conditions of alcohol withdrawal elicited by bromocriptine administration.

Conclusions: Ozone reduced alcohol withdrawal-related memory impairments
under conditions of neuronal imbalance reinforced by a dopaminergic agonist.

Keywords: alcohol withdrawal; ozone; dopamine; oxidative stress; memory.
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Introduccion

Las adicciones constituyen uno de los problemas de la sociedad
contemporanea y merecen un profundo analisis cientifico por sus factores
sociales condicionantes y sus consecuencias.!” El alcoholismo, como caso
particular, se encuentra generalizado y abre la brecha a otras sustancias
adictivas.®® Cuando el consumo se ha detenido, el Sindrome de Abstinencia
Alcoholica (SAA) resulta un criterio de diagndstico para determinar la
dependencia.*® Los efectos directos del etanol sobre el sistema nervioso
central provocan desequilibrio neuronal y alteraciones conductuales que se
prolongan durante el SAA.®

La ingestion cronica de alcohol puede desembocar en condiciones de
desequilibrio redox, resultado de la formacion, a través del metabolismo, de
una excesiva cantidad de radicales libres, acetaldehido, oxidacion de
proteinas y lipidos, y otros productos altamente reactivos.® La ozonoterapia
normaliza el balance entre la oxidacion y el sistema de defensa antioxidante;
por ello varios autores refieren los beneficios de su empleo en el tratamiento
de multiples enfermedades, incluida la abstinencia alcohélica.® "8

El uso de modelos animales ha esclarecido los mecanismos neuroquimicos
producidos por el consumo de una sustancia adictiva.”? La manipulacion
farmacologica de los receptores asociados al desarrollo de una adiccion
resulta un punto clave. La bromocriptina se ha utilizado en estudios
experimentales con roedores, y ha posibilitado entender la transmision
dopaminérgica en estados patoldgicos y en posibles terapias de dicha
neurotransmision.®'%""12) E| presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los
efectos del ozono sobre la capacidad de memoria en ratas alcoholicas en
abstinencia con manipulacion de bromocriptina.
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Métodos

Se desarrolld un estudio experimental a partir de un patron de abstinencia
alcohdlica para evaluar los efectos del ozono (03) sobre la capacidad de
memoria y aprendizaje. Se utilizé un modelo de manipulacion farmacoldgica
para observar la repercusion del Oz sobre la conducta ante un agonista
dopaminérgico y revisar los mecanismos neuroquimicos asociados a la
incidencia del O; médico sobre el alcoholismo.

Los procedimientos con animales se realizaron segun lo establecido por la
unidad de gestion de la calidad del Centro de Estudios para las
Investigaciones y Evaluaciones Bioldgicas (CEIEB). Se utilizaron ratas machos
de la linea Lewis, con un peso entre 250 y 300 g, provenientes del Centro
Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB), La
Habana, Cuba. El modelo de abstinencia alcohodlica se baso en el reporte de
un estudio anterior.® Los animales se mantuvieron en una habitacién
climatizada (20 + 2 °C), expuestos a un ciclo de luz/oscuridad de 12 h.
Recibieron agua o etanol, y pienso, de forma controlada. Se establecieron
dos grupos de experimentacion: el grupo | o control (n = 10) y el grupo Il o
etanol (n = 10). Al grupo tratado con etanol se le administraron 60 ml por dia
de la siguiente forma:

— Etanol al 10 %____durante 2 semanas desde el dia 16 hasta el dia
30
— Etanol al 20 %____durante 2 semanas desde el dia 31 hasta el dia
45
— Etanol al 30 %____durante 2 semanas desde el dia 46 hasta el dia
60
— Etanol al 40 %____durante 2 semanas desde el dia 61 hasta el dia
75

El consumo de agua/etanol y de pienso se midio en dias alternos a lo largo
del estudio (105 dias). Registrados estos datos, se completd el volumen de
agua y los gramos de comida a los valores establecidos, 60 ml y 45 g,
respectivamente. Teniendo en cuenta que los parametros conductuales
pudieran afectarse por el etanol, se sometieron los grupos experimentales a
una etapa de entrenamiento o aprendizaje.
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Los animales se ubicaron en “cajas hogar” (uno por caja). Al grupo control se
le administraron 60 ml de agua por dia. El grupo etanol se sometié a las
mismas condiciones y se le suministré ad libitum, simultaneamente, a dos
concentraciones, 10 % y 40 %, durante dos semanas (desde el dia 76 hasta el
90). En esta etapa se comprobd el estado alcoholico a partir de la
preferencia de los animales en estudio. Se le retiré abruptamente el etanol
durante dos semanas, desde el dia 91 hasta el 105. El comportamiento de los
grupos experimentales demostro la necesidad o no de las ratas de consumir
alcohol.

Se realizaron cuatro sesiones de entrenamiento en el Laberinto Acuatico de
Morris'" antes de administrar el etanol. En cada sesion se efectuaron ocho
pruebas con cada animal, excepto el primer dia que se hicieron cinco. La
posicion de entrada al agua vari6 aleatoriamente para cada jornada. La rata
disponia de 30 segundos para encontrar la plataforma sumergida, si
transcurrido ese tiempo no lograba localizarla, se le conducia hasta ella, y
podia permanecer sobre la plataforma 15 segundos entre cada intento. Al
culminar el periodo de entrenamiento, se hizo una evaluacion de la tarea
pasadas 24 horas y se coloc6 a cada animal en una posicion de entrada al
agua diferente a las anteriores para determinar la latencia de escape.

El consumo croénico de alcohol provocé importantes afectaciones en la
conducta, especialmente cuando el desequilibrio dopaminérgico se reforzo.
Se seleccionaron los animales con menor latencia de escape en la etapa de
entrenamiento, lo cual indicaba mayor capacidad de memoria y aprendizaje;
en cambio, los que demoraron en localizar la plataforma se excluyeron, pues
carecian de las condiciones para someterse al entrenamiento.

Para evaluar los efectos del O3 sobre la conducta en la abstinencia alcoholica
se desarrollé el modelo desde sus etapas iniciales y se siguio la estrategia
mencionada anteriormente. El O; se generd a partir del O, médico mediante
el OZOMED, equipo producido por el Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas (La Habana, Cuba); y constituyd alrededor del 3 % de la mezcla
03/0;. La dosis de O3 en el estudio se selecciond sobre la base de la
empleada en la clinica, teniendo en cuenta el factor de conversion
interespecie. Se administraron 15 cada 24 horas, via rectal. Se insuflaron 5
ml a cada rata a una concentracion de 50mg/l, lo que se correspondi6 con la
dosis, segin el peso de los animales, de 1mg/kg.

La descripcion de los grupos de tratamiento y las dosis empleadas se
presentan en la tabla 1. Su seleccion se llevd a cabo a partir de los
resultados de estudios precedentes.®7®
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Tabla - Grupos de tratamiento y dosis

Grupos Dosis
Control (Agua) (n=5) Control (no alcohdlico).
ET-OH (n = 5) Control positivo alcoholic.

Control positivo alcoholico tratado con O;
O3+ET-OH (n =5) via rectal, 15 tratamientos, dosis 1 mg/kg
cada 24 horas.

Control positivo alcohdlico tratado con O,
0,+ET-OH (n = 5) via rectal, 15 tratamientos dosis 1mg/kg
cada 24 horas.

Se aplicaron por via intraperitoneal 5mg/kg de bromocriptina, el Gltimo dia del
estudio (dia 98), 30 minutos antes de introducirse en el Laberinto Acuatico de
Morris. En los datos experimentales, después de un analisis exploratorio, se
detectaron puntos aberrantes (outliers). También se estimaron parametros
descriptivos como media y desviacion estandar. Para determinar diferencias
entre grupos se utilizd un ANOVA de clasificacion simple, seguido de un ensayo
de comparacion de medias (Student-Newman-Keuls), y la prueba t de Student o
un ANOVA bidireccional, junto con la prueba de comparacion multiple de
Bonferroni, segun correspondiera. El nivel empleado de significacion estadistica
resultdo de 95 %. Los datos se procesaron con el paquete estadistico STATISTICA
version 6.0 para WINDOWS.

Resultados

El grupo etanol no presentd contradicciones (p < 0,05) en el volumen de
solucion alcoholica (10 %-40 %) consumido durante la induccion del
alcoholismo (56 dias). En la etapa de tolerancia farmacologica, hubo un
incremento significativo (p < 0,05) del consumo de la solucion etilica mas
concentrada (40 %), lo cual indicé la preferencia de las ratas en estudio por
el etanol (fig. 1).

{cc) EREDEE| Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




eCiMED

7 coroma. ciencias meorchs Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2023;42:e1688

60 b

=

=

ConsumoET-OHy Agua (mL)
[=]

=

a b

a a a b a

a
a
4
a
3
2 EET-OH
E Control (Agua)
1
0

) alo \

o

50 a

ol

2 Ill.t‘ '
KN N

{{s] o

@
w

5 \ o
& : \Q "DQ o

S N
» < &
W S )
L Y J
Tolerancia

Farmacologica

2

Fig. 1 - Consumo de etanol o agua durante la induccion de alcoholismo en ratas.

Al comparar el comportamiento del grupo etanol con respecto al control, en
cuanto a la latencia de escape, se apreciaron contrastes importantes del 20
% (grupo etanol: 27 + 2,0 s y grupo control: 13 + 1,0 s) para todas las
concentraciones estudiadas, asi como en las etapas de tolerancia (T) y
abstinencia (A) (fig. 2). Estos resultados indicaron que las ratas alcoholizadas
redujeron su capacidad de localizar la plataforma, lo que las obliga a
permanecer mas tiempo nadando. Al consumir alcohol al 20 % aumentaron su
permanencia en el agua hasta la etapa de tolerancia farmacolodgica.
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Fig. 2 - Comportamiento de la latencia de escape en el Laberinto Acuatico de Morris
durante la administracion de etanol, y en las etapas de tolerancia farmacoldgica y
abstinencia.

La latencia de escape se midid al culminar los 10 dias de cada tratamiento
con las dosis incrementadas de etanol (10, 20 y 30 %) y 10 dias posteriores en
la etapa de tolerancia y abstinencia. La prueba de ANOVA bidireccional
revel6 diferencias significativas entre los grupos experimentales, F (60,65) =
20,56, p < 0,0001; y las etapas F (936, 9) = 48,36, p < 0,0001; la interaccion
entre los parametros del ensayo resultd de F (69, 47) = 23,55, p < 0,0001. El
analisis a posteriori mediante la prueba de Bonferroni mostré discrepancias
(p < 0,0001) a partir de la administracion del etanol al 20 %.

El estrés oxidativo se reconoce como una entidad patogénica en el
alcoholismo, y el 03, a través de un mecanismo de pre/poscondicionamiento
oxidativo, preserva los sistemas de defensa antioxidante enddgenos; por
tanto, se investigaron los efectos del poscondicionamiento oxidativo (PostOx)
con Os; en el modelo de alcoholismo cronico inducido. En los grupos que
consumieron etanol se increment6 la latencia de escape (25 = 3,0 s) con
respecto al grupo control (5 + 2,0 s); sin embargo, después de la aplicacion
del Os en las ratas alcoholizadas disminuyo el tiempo de latencia (15 + 2,0 s)
con respecto a los grupos que consumieron etanol y no se ozonizaron (27
+1,0 s) (fig. 3).
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final del PostOx con Os, fin de la abstinencia y el experimento (105 dias).

Fig. 3 - Latencia de escape segin Laberinto Acuatico de Morris.

El tratamiento con O; mejord el estado de la memoria espacial, ya que
redujo en un 80 % la latencia de escape con respecto al grupo etanol. Las
ratas tratadas con bromocriptina también mejoraron su retentiva, con
relacion al grupo etanol, pero el tiempo invertido en la localizacion de la
plataforma sumergida supero al de las ratas sometidas al PostOx. Cuando al
grupo O3 se le administro bromocriptina, la memoria espacial (34 + 3 s) no se
modifico con respecto al grupo etanol + bromocriptina (30 + 1,9 s), pero
desaparecio la mejoria del PostOx sobre la memoria espacial (16 + 2,5 s)

(fig. 4).
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Fig. 4 - Influencia de la bromocriptina sobre los efectos del PostOx en el Laberinto
Acuatico de Morris después de dos semanas de abstinencia alcohodlica.

Discusion
El consumo de etanol a diferentes concentraciones demostro la tendencia de los
grupos experimentales a adquirir la conducta adictiva. Esto se debe a que el
consumo cronico exige dosis especificas para conseguir un efecto similar." Los
resultados en el Laberinto Acuatico de Morris se correspondieron con los de

pacientes alcohodlicos con el sistema nervioso central danado, especificamente la
capacidad de recordar, conocida como “laguna mental”.®

La afectacion en la transmision dopaminérgica constituyo uno de los mecanismos
neuropatologicos observado en las ratas alcohodlicas. La sefal dopaminérgica
facilita el reconocimiento de eventos, el aprendizaje de las respuestas
conductuales y, en algunos casos, la repeticion de estas. La disminucion de la
latencia de escape, a partir de la etapa de tolerancia farmacologica, se
correspondio con la tolerancia conductual, relacionada con mecanismos de
neuroadaptacion caracteristicos de las adicciones. No obstante, la latencia de
escape no resulto igual al control lo que indico dificultades de la memoria.

En el alcoholismo se desencadenan respuestas relacionadas con la
sobreestimulacion de receptores dopaminérgicos del tipo 1, que involucran
efectos sobre la transcripcion genética al sintetizar nuevas proteinas (receptores
dopaminérgicos y glutamatérgicos), y permiten un comportamiento de
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neuroadaptacion a la sustancia consumida (etanol) y al medio (el Laberinto
Acuatico de Morris).1¢17:18.19,20

La disminucion de la latencia de escape del grupo tratado con etanol, al recibir
bromocriptina, sugirié que, después de dos semanas de abstinencia alcohdlica,
predominoé la liberacion de dopamina, la cual activa los receptores de mayor
afinidad (D;) asociados a la excitabilidad neuronal y la depresion de largo
término de la sinapsis excitatoria.""?? La bromocriptina exdgena promovid un
aumento de las concentraciones de dopamina, que sensibiliza los receptores de
mas baja afinidad (D1). Este efecto, unido al caracter de agonista parcial D de la
bromocriptina, potencié las regiones del cerebro involucradas con la memoria
espacial, en analogia con otras investigaciones que han sefalado que la
activacion de Dy y D, modulan las funciones cognoscitivas y motoras. 1%

Los efectos del PostOx demostraron que las acciones reguladoras del O;
favorecen la sefalizacion mediada por los neurotransmisores
dopamina/glutamato. La desaparicion de estos beneficios con la bromocriptina
(etanol+0s+bromocriptina) indicaron una interaccion negativa entre la activacion
de los receptores dopaminérgicos y los mecanismos de accion del O3, asociados
con la mejoria de la memoria, luego de dos semanas de abstinencia alcohélica.

La administracion exdgena de bromocriptina representd una sobreestimulacion
de los receptores D, y D¢, lo cual desacopla, parcialmente, los eventos
relacionados con la interaccion funcional dopamina/glutamato y disminuye los
efectos positivos del Os sobre la memoria.">?" Se ha reconocido la conexién
entre los receptores metabotrépicos del glutamato (mGlu) del grupo | y los
receptores NMDA, en la plasticidad neuronal."?%%2% En este sentido, los
metabolitos redox, generados durante el metabolismo del Os, condicionan la
funcionabilidad de la sinapsis glutamatérgica vinculada con la activacion de los
receptores NMDA.

La mejoria de la memoria espacial después del PostOx se debe a la capacidad del
O; de incrementar, indirectamente, la funcion del receptor NMDA. Este efecto
esta condicionado porque el O; regula el balance antioxidante-prooxidante.(® 7”8
Ademas, el H;0;, y otros perdxidos pueden inhibir fosfatasas y preservar la
fosforilacion del receptor NMDA del glutamato, esencial para su actividad.® Los
receptores mGlu del grupo | desempefnan un papel central en la induccién y el
mantenimiento de la plasticidad sinaptica;'”?" regulan la potenciacion de largo
término por mecanismos postsinapticos, gracias a su acoplamiento positivo con
las funciones del receptor NMDA; de ahi que la activacion de estos receptores
incremente la funcion del receptor NMDA. #2:23:26)
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Las fosfatasas poseen un residuo cisteina conservado en sus dominios cataliticos
para una actividad completa. Este dominio catalitico necesita permanecer en su
forma reducida lo que se logra en un medio con un apropiado balance redox.
Al considerar que el H;0, inhibe las fosfatasas, la existencia de esta ERO,
derivada del metabolismo del Os;, mantendria la fosforilacion del receptor NMDA
y sus funciones, relacionadas con la plasticidad neuronal, en correspondencia con
los resultados experimentales. El H,0; y otros peroxidos interaccionan con los
componentes esenciales del mecanismo de activacion de la sinapsis
glutamatérgica, no comprometidos con el sitio de enlazamiento del
agonista/antagonista, pero en presencia del glutamato. Este mecanismo
hipotético para el O3, sobre la plasticidad neuronal, cumpliria con la definicion
de modulador alostérico positivo.

El presente estudio solo empled la prueba conductual para la evaluacion del
estado neuronal, un método indirecto para dichos fines. Se debid usar una
técnica capaz de determinar el comportamiento real de los neurotransmisores
involucrados. El PostOx con Os provocd un restablecimiento de la memoria
espacial durante la abstinencia alcoholica, aiun en condiciones de desafio
farmacologico (estimulacion de la transmision dopaminérgica).
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