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RESUMEN

La administracién de Alda-1, activador farmacoldgico de la enzima ALDH2, ha
demostrado disminuir el consumo crénico de etanol o nicotina en ratas UChB
consumidoras de etanol. Esta Tesis tuvo como objetivo determinar el efecto de la
administraciéon de Alda-1 sobre la recaida en el consumo de etanol, el consumo
cronico y recaida en el consumo de nicotina, y sobre marcadores de

neuroinflamacién y estrés oxidativo en ratas UChB.

Dos grupos de ratas UChB consumidoras de etanol fueron expuestas
cronicamente al consumo de etanol o nicotina por 90 dias, privadas por 14 dias y
re-expuestas a ambas sustancias por 7 dias. Al grupo expuesto a nicotina se le
administré vehiculo o Alda-1 durante el periodo de consumo crénico por 7 dias, a
ambos grupos se le administr6 vehiculo o Alda-1 los udltimos 14 dias de la
planificacion. Se evaluaron marcadores de neuroinflamacién (GFAP e lba-1),
abundancia relativa de NeuN como marcador neuronal y marcadores de estrés
oxidativo (GSSG/GSH hipocampal y MDA).

Alda-1 redujo en 92,2% la recaida en el consumo de etanol, en 35,7% el consumo
cronico y en 81,8% la recaida en el consumo de nicotina en comparacion al grupo
vehiculo en ratas UChB. Esta disminucién estuvo asociada a cambios discretos y
especificos en la neuroinflamacion observada en el HPC y NAc. En cuanto a la
abundancia relativa de neuronas en HPC no se observaron cambios. Tampoco se
observaron cambios en los niveles de estrés oxidativo con excepcion de la razon
GSSG/GSH, encontrandose una disminucién en los grupos que consumieron

nicotina en comparacion al grupo control.

En conclusion, Alda-1 disminuyé significativamente la recaida en el consumo de
etanol, consumo crénico y recaida en el consumo de nicotina, efecto que no
estuvo relacionado a cambios en los marcadores de neuroinflamacion y estrés

oxidativo evaluados en esta Tesis.
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SUMMARY

Alda-1 administration, a pharmacological activator of ALHD2 enzyme, has been
shown to reduce relapse-like ethanol consumption, and chronic and relapse-like
nicotine consumption in ethanol-preferring UChB rats. This study aimed to
determine the effect of Alda-1 administration on relapse-like ethanol consumption,
chronic and relapse-like nicotine consumption, and neuroinflammation and

oxidative stress markers in UChB rats.

Two groups of ethanol-preferring UChB rats were chronically exposed to ethanol
or nicotine for 90 days, deprived for 14 days, and re-exposed to both drugs for 7
days. The nicotine group was administered vehicle or Alda-1 during the period of
chronic consumption for 7 days, and both groups were administered vehicle and
Alda-1 administration during the last 14 days of the schedule. Neuroinflammation
markers (GFAP and Iba-1), the relative abundance of NeuN as a neuronal marker,
and oxidative stress markers (hippocampal GSSG/GSH ratio and MDA) were

assessed.

Alda-1 administration reduced relapse-like ethanol consumption by 92.2%, chronic
and relapse-like nicotine consumption by 35.7% and 81.8%, respectively. This
decrease was associated with discrete and specific changes in neuroinflammation
observed in HPC and NAc. Regarding neuronal relative abundance in HPC, there
were no significant differences. No changes were observed in oxidative stress
either, except for the GSSG/GSH ratio because there was observed a decrease in

this parameter in the groups that consumed nicotine.

Alda-1 administration significantly decreased relapse-like ethanol consumption,
and chronic and relapse-like nicotine consumption, the effect that was not related

to changes in neuroinflammation and oxidative stress markers assessed.
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1. INTRODUCCION
1.1. Consumo de alcohol o nicotina: problemas de salud publica

El consumo problematico de alcohol ha sido declarado un problema de salud
publica por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) debido a sus implicancias
sanitarias y socioecondémicas a nivel mundial. El uso nocivo de alcohol resulta en
aproximadamente 3 millones de muertes al afio, es decir, un 5,3% del total de
fallecimientos. Ademas, provoca discapacidad y defuncion a una edad
relativamente temprana: 13,5% del total de muertes de personas entre 20 a 39
afios son atribuibles al alcohol (OMS, 2018).

El consumo crénico de alcohol se ha asociado al desarrollo de mas de 200
enfermedades, siendo el principal factor de riesgo de mortalidad en poblacién
entre 15 y 49 afios y uno de los principales factores de discapacidad en la region
de las Américas (OPS, 2015; OMS, 2018). Ademas, esta involucrado en un gran
porcentaje del ausentismo laboral, accidentes laborales y falta de productividad
en esta misma region (OPS, 2015). Por otra parte, el consumo de alcohol acentta
las diferencias socioeconomicas al afectar con mayor fuerza a sectores de

menores ingresos que en sectores con mas recursos economicos (OMS, 2018).

La region de las Américas es la segunda region de la OMS con mayor consumo
de alcohol per cépita anual con 8,0 L de alcohol puro, y solo superada por Europa
con 9,8 L. A nivel local, Chile es uno de los paises con la mayor tasa de consumo
de alcohol en América Latina con 8,3 L de alcohol puro anual per capita, valor
superior al promedio de la region (OMS, 2018). Ademas, presenta uno de los
patrones de consumo de alcohol mas riesgosos a nivel mundial, especialmente en
poblacion adolescente, concentrando su consumo en sélo 3,1 dias/mes (OPS,
2015; SENDA, 2018). Por otra parte, segun el Décimo Tercer Estudio Nacional de
Drogas en Poblacion General de Chile del afio 2018, 56,3% de los encuestados
indicaron haber tenido al menos 1 episodio de embriaguez en el ultimo mes

(SENDA, 2018), por lo que el consumo abusivo de alcohol constituye un problema
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de salud publica grave en Chile que debe priorizarse en virtud de los costos
sanitarios, sociales y econdémicos que tiene para el pais (PUC-SENDA, 2018).

Por otra parte, el consumo de tabaco es una de las principales causas de muerte
prematura prevenibles en el mundo, pues es responsable de mas de 7 millones
de muertes anuales por consumo directo y 1,2 millones de muertes de
consumidores indirectos (OMS, 2021). Ademas, es uno de los principales factores
de riesgo para el desarrollo de enfermedades crénicas, tales como cancer,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades respiratorias e hipertension
(OMS, 2019). En 2020, el 22,3% de la poblacion mundial consumia tabaco,
representando 36,7% de hombres y 7,8% de mujeres del mundo. Mas del 80% de
los 1.300 millones de consumidores de tabaco que hay en el mundo viven en

paises de ingresos medianos o bajos (OMS, 2022).

Fumar tabaco, una de las formas mas comunes de consumir esta sustancia, se
encuentra estrechamente relacionada al consumo de alcohol: entre un 80 y un
90% de los consumidores de alcohol fuman. De la misma forma, es probable que
personas que dependen del alcohol también dependan de la nicotina, principio
activo y adictivo del tabaco (DiFranza y Guerrera, 1990; Drobes, 2002). Las
personas fumadoras tienen 2,7 veces mas probabilidades de consumir alcohol
gue una persona no fumadora, relacionandose proporcionalmente la cantidad de
alcohol consumido con la cantidad de cigarros fumados (Zacny, 1990; Breslau,
1995).

1.2. Bases neuroldgicas de la adquisicion del consumo de alcohol o nicotina

El sistema mesocorticolimbico es el circuito neuronal responsable de la
modulacion de la conducta asociada a la gratificacion emocional y motivacion
frente a estimulos como la comida, la interaccion social y la actividad sexual. Este
neurocircuito tiene su origen en neuronas dopaminérgicas ubicadas en el area
tegmental ventral (VTA) que se proyectan hacia el nucleo accumbens (NAc),

amigdala (AMY), hipocampo (HPC) y corteza prefrontal (PFC). Estas ultimas tres
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regiones, a su vez, envian proyecciones glutamatérgicas al NAc, modulando su
actividad. Por su parte, el NAc proyecta sus axones GABAérgicos de vuelta al VTA
y al palido ventral (VP) y este ultimo, al mismo tiempo, envia axones GABAérgicos
a regiones motoras y limbicas y de regreso al VTA, segun se observa en la Figura
1 (Kalivas, 2009; Sesack y Grace, 2010; Tobiansky y cols., 2018; Wouterlood y
cols., 2018). Se ha demostrado que drogas como el etanol y la nicotina activan
este sistema induciendo la liberacién de dopamina en el NAc (DiChiara e Imperato,
1989), pero el mecanismo por el cual lo activan es distinto para cada una de estas

drogas (ver abajo).

“ Glutamatérgica
—1 GABAérgica

—\ Dopaminérgica

Sefiales hacia
regiones motoras
y limbicas

Figura 1. Sistema mesocorticolimbico. Diagrama simplificado de neurocircuitos y
estructuras asociadas del sistema mesocorticolimbico en ratas (vista sagital). OFC: corteza
orbitofrontal; mPFC: corteza prefrontal medial; NAc: nicleo accumbens; VP: pélido ventral; HPC:

hipocampo; AMY: amigdala; VTA: area tegmental ventral. Adaptado de Tobiansky y cols., 2018.

El metabolismo del etanol se compone de 2 pasos: una primera oxidacion del
etanol a acetaldehido mediada por el sistema microsomal de oxidacién del etanol
(citocromo P450 isoenzima 2E1, CYP2EL) y las enzimas alcohol deshidrogenasa
(ADH) y catalasa. EI CYP2EL1 requiere de NADPH y la ADH requiere NAD* como
cofactor para la oxidacion. Una segunda oxidacion del acetaldehido resultante a
acetato es llevada a cabo por la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) y NAD*
como cofactor (ver Figura 2). El etanol es metabolizado principalmente en el
higado por la enzima ADH y el CYP2EL, mientras que, en el cerebro, la catalasa
es la principal responsable de esta conversion (>60%) seguida del CYP2E1 (20%),

siendo la contribucion de la ADH casi nula (Zimatkin y cols., 2006).



H,0, H,0
Catalasa

NAD* NADH

Etanol Acetaldehido %{fb Acetato
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Figura 2. Metabolismo del etanol. El etanol es oxidado a acetaldehido por las enzimas
catalasa, alcohol deshidrogenasa y el citocromo P450 isoenzima 2E1 (CYP2EL), las dos ultimas
requiriendo un cofactor para su funcionamiento (NAD*y NAPDH, respectivamente). Luego, el
acetaldehido obtenido es oxidado a acetato por accién de la ALDH y NAD* como cofactor. Tomado

de Israel y cols., 2017b.

El mecanismo de accion del etanol es incierto: estudios en animales han
demostrado que el etanol y el acetaldehido son potentes reforzadores del
consumo de alcohol (McBride y cols., 2002). Estudios demuestran que el
acetaldehido induce la liberacion de dopamina desde el VTA hacia el NAc
(Deehan y cols., 2013a), sugiriendo que este metabolito contribuye en la
generacion de los efectos adictivos del consumo de alcohol. Sin embargo, se ha
visto que el acetaldehido es relevante en la adquisicion del consumo de alcohol
mas no en la mantencién de éste (Karahanian y cols., 2015; Israel y cols., 2017b),
por lo que la mantencion del consumo cronico de alcohol estaria regulada por
otros mecanismos neuroquimicos. Por otra parte, se ha reportado que el R-
salsolinol, un compuesto (1) producido por la enzima salsolinol sintasa y (2)
derivado de la condensacion no enzimatica del acetaldehido con la dopamina (ver
Figura 3) (Villagelit y cols., 2018), también ejerce efectos gratificantes similares
a los del etanol induciendo el consumo de éste (Deehan y cols., 2012b; Quintanilla
y cols., 2014).
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Figura 3. Sintesis de R-salsolinol. Se han descrito 2 vias de sintesis de R-salsolinol a partir
de acetaldehido y dopamina: una que involucra la participacion de la enzima salsolinol sintasa, y

otra que comprende la condensacion no enzimética de Pictet-Spengler.

La nicotina es el compuesto activo de las hojas del tabaco y la responsable de los
efectos adictivos asociado al consumo de éste. Esta difunde rapidamente al
cerebro activando receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) (De Biasi y
Dani, 2011). Los nAChRs involucrados en la adiccion a la nicotina se encuentran
en el mesencéfalo (VTA), donde neuronas dopaminérgicas expresan nAChRs
cuyas subunidades a432 y a7 presentan una gran afinidad por la nicotina (Dani,
2015; Mansvelder y McGehee, 2002).

Estudios en animales muestran que neuronas dopaminérgicas del VTA liberan
dopamina por la union de nicotina a su receptor, pudiendo asociarse los efectos
gratificantes del consumo de tabaco con la estimulacion de neuronas
dopaminérgicas (Imperato y cols., 1986; Corrigall y cols., 1992). Asimismo,
lesiones quimicas en el NAc, asi como la administracion de antagonistas
selectivos del receptor de dopamina, disminuyen la autoadministracién de nicotina
en ratas demostrando que la liberacion de dopamina en el NAc media sus efectos
placenteros (Corrigall y cols., 1992; Corrigall y Coen, 1991). A pesar de lo anterior,
la administracion de vareniclina, un agonista parcial selectivo de nAChRs subtipo
0432, a pacientes fumadores no logra reducir el consumo de nicotina en su
totalidad (Hughes y cols., 2011; Steinberg y cols., 2018), sugiriendo que en el

consumo crénico de nicotina estarian involucrados otros mecanismos.



1.3. Mecanismos de autoperpetuacién del consumo crénico de alcohol o

nicotina

Varios estudios han demostrado que el uso cronico de alcohol y tabaco conducen
a un estado de estrés oxidativo cerebral y neuroinflamacién (Barr y cols., 2007;
Xu y cols., 2019; Erickson y cols., 2019; Kohno y cols., 2019). El cerebro es un
organo especialmente susceptible al dafio mediado por especies reactivas de
oxigeno (ROS) debido a su alto consumo de oxigeno y a la gran cantidad de
acidos grasos insaturados presentes en su estructura, objetivo de la peroxidacion
lipidica (Dringen y cols., 2000). La peroxidacién de este tipo de lipidos produce
aldehidos citotoxicos como el 4-hidroxinonenal y el malondialdehido (4-HNE y
MDA, respectivamente) asociados a la progresion de diferentes estados
patolégicos (Ayala y cols., 2014; Amirshahrokhi y Niapour, 2022). Se han descrito
varias fuentes de ROS en el cerebro; una es el peréxido de hidrogeno (H202)
producido por la oxidacion de la dopamina derivada del consumo de etanol o
nicotina, reaccion catalizada por la enzima monoamino oxidasa (MAO) (Cuhna y
cols., 2013). Otra fuente de ROS cerebral se relaciona con la oxidacion del etanol
por el CYP2EL, el que es inducido por el consumo de alcohol (Das y Vasudevan,
2007).

Las alteraciones en el balance redox por aumento de ROS pueden inducir
reacciones de oxidacion y de intercambio de disulfuros en residuos de cisteina
especificos en proteinas susceptibles (Townsend y cols., 2003). Entre las
proteinas afectadas por este estado oxidante se encuentra el transportador GLT-
1, principal regulador glial de la homeostasis del glutamato, lo que lleva a una
disminucion de la actividad de recaptacion de glutamato (Trotti y cols., 1998).
Estudios en animales reportan un aumento del glutamato extracelular en el NAc
luego de una exposicidon prolongada al etanol o nicotina, causado aparentemente
por una alteracion en la recaptacion de dicho neurotransmisor (Rossetti y Carboni,
1995; Melendez y cols., 2005; Griffin y cols., 2014; Reid y cols., 2000). Este



desbalance en la neurotransmision glutamatérgica podria estar disminuyendo la
capacidad de regular el comportamiento de busqueda de drogas y aumentar la
probabilidad de recaida de pacientes adictos (Kalivas, 2009). La acumulacién de
glutamato sobre estimula los receptores extra sinapticos glutamatérgicos de las
neuronas generando excitotoxicidad y ROS (Reynolds y Hastings, 1995). Por otra
parte, el aumento del estrés oxidativo cerebral induce la activacion de factores
transcripcionales como NF-kB y AP1, que aumentan la transcripcion de citoquinas
proinflamatorias como TNF-a y IL-1, y de enzimas prooxidantes como COX-2 e
INOS (Fischer y Maier, 2015). A su vez, TNF-a y IL-1B inducen la disminucién de
la expresion del transportador GLT-1, contribuyendo a la autoperpetuacién del
exceso de glutamato extracelular, estrés oxidativo y neuroinflamacion (Prow e
Irani, 2008) (ver Figura 4).

El principal agente antioxidante sintetizado por la célula es el glutation (GSH),
tripéptido compuesto por los aminoacidos glutamato, cisteina y glicina. Gracias al
grupo tiol de la cisteina, el GSH proporciona poder reductor a la célula
reaccionando directamente con las ROS, depurando y manteniendo la
homeostasis redox en la célula (Meister, 1992; Dringen y cols., 2000; Forman y
cols., 2009). Para llevar a cabo esta funcién antioxidante, dos moléculas de GSH
se oxidan produciendo una molécula de disulfuro de glutation o glutatién oxidado
(GSSG) por accion de la enzima glutation peroxidasa, utilizando NAPDH como
cofactor (Townsend y cols., 2003), motivo por el cual la razén GSSG/GSH es
utilizada como marcador del nivel de estrés oxidativo (Forman y cols., 2009). En
relacion con esto, se ha reportado un aumento de la razébn GSSG/GSH en el
hipocampo de ratas consumidoras crénicas de etanol o nicotina, niveles que se
normalizan con la administracion de N-acetilcisteina, molécula precursora del

glutation (Quintanilla y cols., 2018).

Estudios en ratas han demostrado que el consumo crénico de etanol induce

inflamacion del SNC evidenciada por un aumento de la reactividad glial en el



hipocampo, es decir, un aumento de la longitud y grosor de los procesos
astrociticos de células inmunorreactivas para el marcador de astrocito GFAP,
(Jacque y cols., 1978; Ezquer y cols., 2018; Quintanilla y cols., 2018, 2019), y de
la densidad de microglias inmunorreactivas para el marcador de microglia lba-1
(Ito y cols., 1998; Quintanilla y cols., 2019). Ademas, se han observado niveles
elevados de marcadores de inflamacién como iNOS, COX-2 y IL-1B3 (Blanco y
Guerri, 2007). De igual forma, la exposicion crénica a nicotina conduce a un
marcado estado de estrés oxidativo en el hipocampo y neuroinflamacion
(Quintanilla y cols., 2018, 2019) (ver Figura 4). Por otro lado, estudios clinicos y
preclinicos muestran que la neuroinflamacion inducida por el consumo croénico de
etanol o nicotina puede permanecer por largos periodos luego de discontinuar el
uso de estas sustancias (Umhau y cols., 2014; Alrouji y cols., 2018), sugiriendo a
la neuroinflamacion como un factor importante en la vulnerabilidad a la recaida en

el consumo de alcohol o nicotina (Crews y Vetreno, 2016; Saravia y cols., 2018).
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Figura 4. Mecanismo de autoperpetuacién del estrés oxidativo y neuroinflamacién
por consumo crénico de etanol o nicotina. El metabolismo del etanol y dopamina (derivada
del consumo de etanol o nicotina) genera ROS (Das y Vasudevan, 2007; Cuhna y cols., 2013) que
aumenta la produccion de aldehidos dafinos como MDA o 4-HNE (Dringen y cols., 2000; Ayala y
cols., 2014; Amirshahrokhi y Niapour, 2022) y la expresion de agentes proinflamatorios como TNF-

a e IL-1B (Fischer y Maier, 2015). Estos Ultimos inducen la activacion de astrocitos y microglias,



promoviendo un estado de neuroinflamacién (Blanco y Guerri, 2007). Por otro lado, las ROS, los
aldehidos citotéxicos y las citoquinas proinflamatorias repercuten en GLT-1, disminuyendo su
actividad y generando la acumulacién de glutamato en la sinapsis (Trotti y cols., 1998; Townsend
y cols., 2003). Esta acumulacién de glutamato genera excitotoxicidad en la neurona postsinaptica,
contribuyendo a la produccion de ROS y constituyendo un ciclo de estrés oxidativo y
neuroinflamacién que se promueve y sustenta a si mismo (Prow e Irani, 2008). Glu: glutamato; DA:

dopamina. Creado con Biorender.com
1.4. Dafo neuroldgico asociado a consumo cronico de alcohol o nicotina

El estado proinflamatorio y prooxidante derivado del consumo cronico de etanol
repercute en neuronas, lo que puede conducir, incluso, a la muerte neuronal
(Mukherjee y cols., 2023). A largo plazo, el consumo crénico de alcohol trae
consigo el riesgo de desarrollar dafio neurolégico que puede reflejarse en
problemas de aprendizaje, memoria y salud mental (Vetreno y cols., 2011).
Estudios anatomicos post mértem en humanos reportan pérdida neuronal en la
PFC de sujetos alcohdlicos en comparacion a personas abstemias (Harper y Kril,
1989; McCorkindale y cols., 2016), retraccién del arbol dendritico y pérdida de
sinapsis, efectos que podrian subyacer como mecanismo patogénico de los
déficits cognitivos en personas alcohdlicas (Harper y Kril, 1989; Skuja y cols.,
2012; De la Monte y Kril, 2014). De la misma forma, se ha demostrado una
disminucion del namero, densidad y volumen de las células granulares del giro
dentado del HPC en personas alcohdlicas (Dhanabalan y cols., 2018),
observacion en linea con la hipdtesis que relaciona el consumo tipo “atracén” de
alcohol (binge drinking) con una disfuncion hipocampal asociada al deterioro de la
neurogénesis y de la memoria (Vetreno y cols., 2011; West y cols., 2021). Asi, la
PFC y el HPC, regiones intimamente involucradas en el aprendizaje, memoria y

busqueda, estarian siendo afectadas por el consumo crénico de alcohol.

El efecto del consumo de nicotina sobre el deterioro cognitivo es limitada y
controversial: mediante un metaanalisis de 41 estudios doble ciego publicados

entre los aflos 1994 y 2008 se observé que la administracion de nicotina (aguda y



cronica) mejora el desempenfio de los individuos en tareas como motricidad fina,
atencion de alerta-precision y tiempo de respuesta, atencion orientada y tiempo
de respuesta, precision de la memoria episddica a corto plazo y memoria de
trabajo-tiempo de respuesta (Heishman y cols., 2010). Contrariamente, en
estudios en ratas se observd que la administracion de nicotina disminuye la
cantidad de neuronas en el giro dentado del HPC, asociada a una disminucién de
marcadores de neurogénesis y plasticidad neuronal (Shingo y Kito, 2005). No
obstante, hay evidencia que sostiene que el consumo crénico de nicotina no tiene
efecto nocivo alguno en estructuras cerebrales especificas (McCorkindale y cols.,
2016). Dados los resultados contradictorios sobre este tema es que se requieren
mas antecedentes para definir con precision el impacto del consumo crénico de

nicotina en el desarrollo de posibles secuelas neuroldgicas en sus consumidores.
1.5. Terapias farmacolégicas para el consumo crénico de alcohol o nicotina

Actualmente, el tratamiento farmacol6gico aprobado para el alcoholismo por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) se
basa en los medicamentos naltrexona, acamprosato y disulfiram (NIAAA, 2015).
El éxito de estos tratamientos se ve mermado debido a los numerosos efectos
secundarios subyacentes del uso de estos farmacos, causando poca adherencia

al tratamiento, baja efectividad y abandono de la terapia (Zindel y Kranzler, 2014).

Para el tabaquismo, los tratamientos actuales aprobados por la FDA consisten en
la terapia de reemplazo de nicotina o la administracion de bupropion y/o
vareniclina (FDA, 2017). A pesar de la eficacia referida a estos tratamientos,
muchos pacientes recaen en el consumo de tabaco, por lo que se necesitan
terapias alternativas para aumentar las tasas de abandono del tabaco y prevenir
recaidas (Aubin y cols., 2013). Asi, los tratamientos farmacologicos actuales
disponibles para la dependencia de alcohol o nicotina no son efectivos para tratar
la codependencia de estas sustancias, por lo que el desarrollo de nuevos agentes

terapéuticos constituye un desafio fundamental para la farmacologia.
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1.6. Alda-1 como potencial agente terapéutico para el consumo crénico de
alcohol o nicotina

Estudiando los efectos cardioprotectores de la enzima ALDH2 sobre la
isquemia/reperfusion en un modelo cardiaco animal, Chen y Cols. (2008)
desarrollaron una molécula organica pequefia denominada Alda-1 (N-(1,3-
benzodioxol-5-ilmetil)-2,6-diclorobenzamida) (ver Figura 5) capaz de activar la
ALDH2. Posteriormente se demostrd in vitro e in vivo que Alda-1 se une a la
ALDH2 y actia como un activador farmacolégico (Perez-Miller y cols., 2010;
Beretta y cols., 2010; Belmont-Diaz y cols., 2016). El efecto de la administracion
de Alda-1 también se ha asociado a un aumento del clearance de aldehidos
citotéxicos como el 4-HNE, generado un efecto neuroprotector en modelos de

isquemia/reperfusion (Singh y cols., 2013; Fu y cols., 2014).

ﬁ?ﬁ D

Figura 5. Estructura quimica de Alda-1.

La naturaleza electrofilica del 4-HNE le permite interactuar con componentes
celulares y formar aductos con proteinas, incluida la ALDH2 (Chen y cols., 2008)
y acidos nucleicos, conduciendo a la pérdida de funcionalidad o mutaciones
celulares (Breitzig y cols., 2016). La exposicion cronica etanol o nicotina aumenta
la peroxidacion lipidica y consecuentemente, los niveles de 4-HNE en modelos
animales (Bhagwat y cols., 1998; Haorah y cols., 2008). De hecho, se ha
demostrado in vitro que 4-HNE se une al GLT-1 en astrocitos, impidiendo su
funcionamiento y conduciendo a un estado de excitotoxicidad vy
neurodegeneracion (Blanc y cols.,, 1998; Maragakis y Rothstein, 2001).
Conjuntamente, 4-HNE se ha asociado a neuroinflamacion al desencadenar

sefiales intracelulares que conducen a la activacion de factores de transcripcion
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como NF-kB y AP1, induciendo mayor transcripcion de citoquinas y enzimas
proinflamatorias (Ramana y cols., 2006; Shoeb y cols., 2014).

Estudios toxicolégicos recientes en ratas demuestran que la administracion de
Alda-1 es capaz de reducir la citotoxicidad y reactividad glial inducida por la
administracion aguda de altas dosis de alcohol (Kim y cols., 2018). Asimismo,
Rivera-Meza y cols. (2019) han demostrado que la administracién de Alda-1 a
ratas UChB (seleccionadas genéticamente por su alta preferencia por el consumo
de alcohol) es capaz de anular en 90% de la adquisicion del consumo de alcohol
en los animales que nunca han consumido alcohol, y redujo en 65% del consumo
cronico de alcohol en ratas con consumo cronico de esta sustancia, sin mostrar
ningan tipo de toxicidad. La reduccion del consumo cronico de alcohol por la
administracion de Alda-1 es inesperada, pues estudios previos han mostrado que
la administracion de agentes secuestradores de aldehidos o la activacion genética
de la ALDH2 en el VTA no modifican el consumo cronico de alcohol (Peana y cols.,
2015; Israel y cols., 2017). De igual forma que con el alcohol, la administracion de
Alda-1 disminuye el consumo crénico de nicotina en ratas UChB en un 50-75%
(datos aun no publicados); este resultado fue reversible pues los animales

recobraron el consumo basal después de la suspension de Alda-1.

En resumen, los estudios presentados anteriormente sugieren que la activacion
farmacoldgica de la enzima ALDH2 por Alda-1 podria ser un mecanismo nuevo y
efectivo para reducir la recaida en el consumo crénico de etanol o nicotina en
ratas. Debido a las propiedades citoprotectoras mostradas por Alda-1, se propone
que la reduccion del consumo cronico de alcohol o nicotina inducida por Alda-1 se
asocia a una disminucion en el estrés oxidativo cerebral y la neuroinflamacion (ver

Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo de accién propuesto para Alda-1. Se propone que Alda-1, al activar
la enzima ALDHZ2, aumentaria la eliminacién de aldehidos citotoxicos como MDA y/o 4-HNE,
disminuyendo la expresion de citoquinas proinflamatorias. La disminucién de estas especies
disminuiria la alteracién de GLT-1, recuperando su funcidn. Asi, el glutamato acumulado en la
sinapsis seria recapturado por el astrocito, disminuyendo la excitotoxicidad y la generacion de
ROS. De esta forma, se evitaria promover el ciclo de estrés oxidativo y neuroinflamacion y
disminuiria la recaida en el consumo de etanol o nicotina. Glu: glutamato; DA: dopamina. Creado
con Biorender.com
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2. HIPOTESIS
La administracion de oral Alda-1 reduce la recaida en el consumo de etanol o
nicotina en ratas UChB mediante la disminucién de la neuroinflamacion y estrés

oxidativo cerebral.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la administracion oral de Alda-1 en la recaida en el
consumo de etanol o nicotina de ratas UChB, y evaluar marcadores de

neuroinflamacion y estrés oxidativo cerebral.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1. Determinar el efecto de la administracion de Alda-1 en la recaida en el

consumo de etanol o nicotina ratas UChB.

4.2. Determinar el efecto de la administracion de Alda-1 sobre la neuroinflamacién
en HPC y NAc de ratas UChB con recaida en el consumo de etanol o nicotina
mediante la medicion de la reactividad glial (GFAP e Iba-1) y abundancia de NeuN
en HPC mediante inmunofluorescencia, microscopia confocal, analisis

morfométrico y Western Blot.

4 .3. Determinar el efecto de la administracion de Alda-1 sobre el estrés oxidativo
cerebral de ratas UChB con recaida en el consumo de etanol o nicotina mediante
la medicion de los niveles de la GSSG/GSH en HPC y MDA en tejido cerebral

mediante técnicas bioquimicas colorimétricas.
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5. MATERIALES
5.1. Animales

Cincuenta y siete ratas hembra UChB adultas fueron usadas en los experimentos.
Los animales fueron mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (luces
apagadas desde las 19:00 horas), con agua y alimentacion ad libitum durante todo
el experimento. Los procedimientos experimentales fueron aprobados por la
Unidad de Prevencion de Riesgos y Bioseguridad de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile, el Comité Institucional de Bioseguridad perteneciente a la
Administracion Conjunta de Campus Norte de la Universidad de Chile, y el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile
con protocolo CBA 1125 FMUCH.

5.2. Reactivos
5.2.1. Reactivos generales

De Merck (Darmstadt, Alemania): etanol absoluto, paraformaldehido (PFA),
fosfato diacido de potasio (KH2POa4), hidroxido de sodio (NaOH), &cido clorhidrico
fumante (HCI), trietanolamina (TEA) (CeH1sNOs3), cloruro de sodio (NaCl), acido
acético glacial (CH4CO:y), tris HCI, acetonitrilo (C2HsN), acido fosférico (HsPOa4) y
azida de sodio (NaNs); de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU): Triton X-100,
fosfato dibasico de potasio (K2HPO4), acido etilendiaminotetraacético anhidro
(EDTA, CioH1sN20s), acido sulfosalicilico (C7HeOeS), L-glutation oxidado
(C10H17N306S), 2-vinilpiridina (C7H7N), &cido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)
(DTNB, Ci14HsN20sS2), acrilamida (CsHsNO), bisacrilamida (C7H10N202),
persulfato de amonio ((NH4)2S20s), 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP), acido 2-
tiobarbitirico (TBA), (3-aminopropil)trietoxisilano (APTS, CgoH23NOs3Si) vy
tetrametiletilendiamina (TEMED, CesH16N2); de Santa Cruz Biotechnology (Dallas,
TX, EEUU): ditartrato de (-) nicotina (CioHi14N2°2 C4HeOs) y [B-nicotinamida
adenina dinucleoétido fosfato tetrahidratado (B-NADPH, C21H29N7017P32H20); de

15



Calbiochem (San Diego, CA, EEUU). dodecilsulfato de sodio (SDS,
NaCi12H2sS04); de Winkler (Lampa, Santiago, Chile): deoxicolato de sodio
(C24H39NaOa), sacarosa (Ci12H22011); de VWR Life science (Radnor, PE, EEUU):

Tris base.

Alda-1 fue sintetizado en el Laboratorio Desarrollo de Farmacos a cargo del Dr.

David Vasquez, tal como se describe en Rivera-Meza y cols. (2019).
5.2.2. Reactivos para inmunofluorescencia

De Calbiochem (San Diego, CA, EEUU): Mowiol 4-88 (475904); de Cell Signaling
(Danvers, MA, EEUU): SignalStain (#8114), NGS (#5425); de Winkler (Lampa,
Santiago, Chile): albumina de suero bovino (BSA, BM-0150)

5.3. Anticuerpos, sondas fluorescentes y enzimas
5.3.1. Anticuerpos primarios

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-GFAP (G3893, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EEUU), anticuerpo policlonal de conejo anti-Iba-1 (019-19741, Fujifilm WAKO,
Richmond, VA, EEUU), anticuerpo monoclonal de raton anti-4-HNE (MAB3249,
R&D Systems, Minneapolis, MI, EEUU), anticuerpo monoclonal de ratén anti-
NeuN (MAB377, Merck, Darmstadt, Alemania), anticuerpo policlonal de pollo anti-
NeuN (NUN-0020, Aves Labs, Davis, CA, EEUU), anticuerpo monoclonal de ratén
anti-B-actina (G043, ABM, Richmond, BC, Canada).

5.3.2. Anticuerpos secundarios

Anticuerpo policlonal de cabra anti-raton Alexa Fluor 488 (A-11001, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, EEUU), anticuerpo policlonal de cabra anti-conejo Alexa
Fluor 594 (A-11012, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EEUU), anticuerpo
policlonal de cabra anti-raton HRP (31430, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
EEUU).
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5.3.3. Sondas fluorescentes

Dihidrocloruro de 4',6-diamidino-2-fenilindol (D1306, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, EEUU).

5.3.4. Enzimas

Glutatién reductasa de levadura de panaderia (S. cerevisiae) (G3664, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EEUU).

5.4. Kits comerciales

Kit de ensayo de proteinas BCA Pierce™ (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
EEUU), Coctel inhibidor de la proteasa cOmplete™ (Roche, Merck, Darmstadt,
Alemania), kit rapido de Western Blot Pierce™, sustrato ECL (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, EEUU).

5.5. Otros insumos

Liquid blocker super PAP pen (Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, EEUU),
compuesto O.C.T. Tissue-Tek® (Sakura, Torrance, CA, EEUU), reactivo TRIzol ®
(15596018, Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU)
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6. METODOS
6.1. Modelo experimental
6.1.1. Modelo de recaida en el consumo de etanol en ratas UChB

Veintiocho ratas hembra UChB que consumen etanol de forma voluntaria fueron
expuestas a una solucion de etanol 10% v/v durante 86 dias. El dia 87 de la
planificacion se agreg6é una segunda botella de etanol 20% v/v para evaluar la
preferencia de consumo entre estas dos soluciones. En el dia 100 de la
programaciéon, los animales fueron privados de etanol durante 14 dias,
administrandoles diariamente y de forma oral 25 mg/Kg de Alda-1 (G1, n=7) o un
volumen equivalente de vehiculo (goma arabica 2%) (G2, n=7) durante los uGltimos
7 dias de privacion de etanol; ambos grupos fueron eutanasiados para obtencion
de muestras de sangre y extraccion de tejido cerebral durante el Ultimo dia de
privacion (grupo Privacion). Los animales restantes fueron re-expuestos a las
soluciones de etanol 10% y 20% durante 7 dias, administrandoles diariamente y
de forma oral 25 mg/Kg de Alda-1 (G3, n=7) o vehiculo (G4, n=7) durante los
ultimos 14 dias de la planificacion (periodo privacion/re-acceso) (grupo Re-
acceso). Los animales fueron eutanasiados el ultimo dia de re-acceso al etanol
para extraccion de muestras de sangre y tejido cerebral (ver Figura 4). Un grupo

de 8 ratas que solo consumieron agua durante la planificacion constituy6 el grupo

control.
+ t
- j‘ ,ﬁ Acceso etanol Privacion l Re-acceso l
|
. I Paradigma de libre eleccion de dos botellas: I I
Tiempo (dias) O« Etanol 10% 100 114 121
* Agua G1,G2 | |
G3, G4 | I

Alda-1 (25mg/Kg) o vehiculo (i.g.)

Figura 7. Modelo de recaida en el consumo de etanol en ratas UChB.
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6.1.2. Modelo de consumo crénico y recaida en el consumo de nicotina en
ratas UChB

Treinta ratas hembra UChB fueron tratadas con inyecciones i.p. diarias de 0,8
mg/Kg de nicotina durante 14 dias para inducir el consumo voluntario de nicotina
en los animales segun Quintanillay cols. 2018. Luego, las ratas fueron expuestas
de forma cronica a una solucion de ditartrato de nicotina en concentraciones
ascendentes hasta la estabilizacion del consumo de nicotina base en una
concentracion de 19,25 mg/L (dia 71). Posteriormente, a los animales se les
administré diariamente y de forma oral 25 mg/Kg de Alda-1 (n=15) o vehiculo
(n=14) durante 7 dias (una rata murid durante el periodo de estabilizacion del
consumo de nicotina, no siendo asignada a un grupo experimental). Luego de este
tratamiento, los animales continuaron el consumo de nicotina 19,25 mg/L durante
6 dias para posteriormente ser privados de esta solucion durante 14 dias,
administrandoles diariamente y de forma oral 25 mg/Kg de Alda-1 (G1, n=7) o
vehiculo (G2, n=7) durante los ultimos 7 dias de privacion de nicotina; ambos
grupos fueron eutanasiados para obtencion de muestras de sangre y extraccion
de tejido cerebral durante el Ultimo dia de privacion (grupo Privacion). Los
animales restantes fueron re-expuestos a la solucidon de nicotina 19,25 mg/L
durante 7 dias, administrandoles diariamente y de forma oral 25 mg/Kg de Alda-1
(G3, n=8) o vehiculo (G4, n=7) durante los ultimos 14 dias de la planificacion
(periodo privacion/re-acceso) (grupo Re-acceso). Los animales fueron
eutanasiados el ultimo dia de re-acceso a la nicotina para extraccién de muestras
de sangre y tejido cerebral (ver Figura 5). Se utiliz6 como grupo control el mismo

grupo control del punto anterior.
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Alda-1 (25 mg/Kg) o vehiculo (i.g.) + +
(- Induccién I 1

/,,» °.° consumo nicotina Acceso nicotina Privacién \l/ Re-acceso ‘l/
o
| o | ; . - | | 1
. , Nicotina Paradigma de libre eleccidon de
Tiempo (dias) 0 o mg/Kg 4 dos botellas: 100 114 121
(i.p.) « Nicotina G1,G2L_____ 1
* Agua G3, G4] |

Alda-1 (25 mg/Kg) o vehiculo (i.g.)

Figura 8. Modelo de consumo cronico y recaida en el consumo de nicotina en ratas
UChB.

6.2. Extraccién de tejido y muestras de sangre de ratas UChB

La extraccion de tejido se realiz6 segun Morales y cols. (2008) con ciertas
modificaciones. Las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral 400 mg/Kg i.p.
y ubicadas de forma supina sobre una base de trabajo para exponer la caja
torédxica y el corazon. Se tomaron muestras de sangre directamente del corazén
utilizando tubos BD Vacutainer® con EDTA y se perfundio intracardialmente con
200 mL de PBS 0,1 M, pH 7,4. Luego, se disect el cerebro separando los dos
hemisferios por la cisura interhemisférica: el hemisferio izquierdo fue fijado en PFA
4% y almacenado a 4°C, y el hemisferio derecho se utiliz6 para extraccion de VTA,
AMY, HPC, NAc y PFC mediante microsacabocados, congelados en nitrdgeno
liquido y almacenados a -80°C. Las muestras de sangre se centrifugaron a 1500
X g a 4°C por 10 minutos para la obtencion de plasma y almacenadas a -20°C

hasta su utilizacion.
6.3. Cortes histolégicos

El hemisferio cerebral izquierdo se fij6 en PFA 4% a 4°C por 2 dias, se
criopreservo en sacarosa 10% p/v por 2 dias a 4°C, luego sacarosa 30% con azida
de sodio 0,1% p/v por 2 dias a 4°C y finalmente se congelé utilizando compuesto
O.C.T. Tissue-Tek® como material de incorporacién. Mediante un criostato
(Thermo Scientific Microm HM 525 Cryostat) se obtuvieron 10 cortes coronales de

30 pum de grosor del NAc en las coordenadas estereotaxicas bregma 2,20y 1,70
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mm y HPC entre los bregma -3,20 y -3,60 mm segun Paxinos y Watson (1987),
los que fueron montados en portaobjetos silanizados y almacenados a -20°C

hasta su utilizacion.
6.4. Doble inmunofluorescencia contra GFAP e Iba-1

Dos cortes por animal fueron seleccionados considerando morfologia similar entre
las distintas condiciones experimentales, se quitd el exceso de O.C.T. y se aplico
una barrera hidrofébica con un PAP pen (Electron Microscopy Science). Los
portaobjetos se ubicaron en una cdmara humeda, se lavaron con PBS 0,1 M, pH
7,4 3 veces durante 5 minutos con agitacion suave e incubaron con una solucion
de bloqueo (NGS 10%, BSA 1%, Triton X-100 0,3% en PBS 0,1 M, pH 7,4) durante
1 hora a temperatura ambiente y agitacion suave. Posteriormente, se descarto la
solucion de bloqueo y se incubd con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-GFAP
(dilucion 1:750, G3893, Sigma-Aldrich), marcador de astrocitos, y el anticuerpo
policlonal de conejo anti-Iba-1 (marcador de microglia, dilucién 1:1000 019-19741,
WAKO FUJIFILM Cellular Dynamics Inc.) diluidos en SignalStain® Antibody
Diluent (8112, Cell Signaling Technology) a 4°C durante toda la noche. Luego, los
portaobjetos se lavaron 5 veces con solucion de lavado (Triton X-100 0,1% v/v en
PBS 0,1 M, pH 7,4) por 5 minutos con agitacion suave, para seguir con una
incubacion de los anticuerpos de cabra anti-ratén Alexa Fluor 488 (dilucion 1:500,
A-11001, ThermoFisher Scientific), anti-conejo Alexa Fluor 594 (dilucion 1:500, A-
11012, ThermoFisher Scientific), y el marcador nuclear DAPI (4 ',6-diamidino-2-
fenilindol, dilucion 1:1000, D1306, ThermoFisher Scientific) diluidos en
SignalStain® Antibody Diluent durante 2 horas a temperatura ambiente con
agitacion suave y protegido de la luz. Por ultimo, los portaobjetos se lavaron 1 vez
con PBS 0,1 M, pH 4 por 7 minutos, 4 veces con solucion de lavado (Triton X-100
0,1% en PBS 0,1 M, pH 7,4) por 7 minutos, y se montaron con Mowiol 4-88
(Calbiochem®) para revisién en el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse
TS100).
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6.5. Determinacién de marcadores de neuroinflamacién

Cuatro microfotografias por animal se obtuvieron del stratum radiatum del HPC y
del NAc mediante microscopia confocal (LSM 700, Zeiss) utilizando los laseres de
358 nm (azul), 488 nm (verde) y 555 nm (rojo). El area analizada para cada
microfotografia fue de 0,04 mm? y el grosor (stack, eje Z) fue medido para cada
caso. La reactividad astroglial, evaluada mediante la longitud de los procesos y el
grosor de los procesos primarios astrociticos expresados en micrémetros (um),
fue determinada mediante un enfoque estereoldgico para 2-4 astrocitos positivos
para GFAP en cada microfotografia, utilizando el software de procesamiento de
imagenes Fiji (NIH, Bethesda, MA, EEUU) de acuerdo con Tavares y cols. (2017)
La densidad de astrocitos y microglias se estim6 en las mismas microfotografias
contando las células positivas para GFAP/DAPI e lIba-1/DAPI presentes al menos
en 5 stacks en el eje Z (cada stack equivale a 1 um). Luego, este valor fue dividido
en el volumen de la microfotografia (area (eje X,Y) x grosor (eje Z)), y fue

expresada en células/mm?.

6.6. Purificacion de proteinas y determinacion de los niveles proteicos de

NeuN en hipocampo mediante Western Blot

La mitad del HPC fue homogenizado en 800 pL de reactivo TRIzol ® (Ambion, Life
Technologies, ThermoFisher Scientific) y 10 pL de glicégeno 2 mg/mL de forma
mecanica y posterior ciclo de 5 pulsos en ultrasonido, e incub6 a temperatura
ambiente por 5 minutos. Luego, se agregd 160 pL de cloroformo y mezclo
vigorosamente en voértex por 15 segundos, se incub6 a temperatura ambiente por
3 minutos y se centrifugd a 12000 g por 15 minutos a 4°C. Se reservo la fase
acuosa que contenia el RNA y la fase organica fue tratada para purificacion de

proteinas.

Se precipitd el DNA con 240 uL de etanol absoluto, se mezcld por inversion e
incubo por 3 minutos a temperatura ambiente. Luego, se centrifugé a 2000 g por

5 minutos a 4°C y se reservo el sobrenadante en un tubo limpio. Posteriormente,
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se agregaron 1,6 mL de isopropanol, se mezcl6 en vortex e incub6 por 10 minutos
a temperatura ambiente. Se centrifugd nuevamente a 12000 g durante 10 minutos
a 4°C y se elimind el sobrenadante. El pellet obtenido se lavo 2 veces con 800 uL
y 250 uL de etanol 95% vl/v, centrifugando a 7600 g por 5 minutos a 4°C y se
eliminé el sobrenadante. Por ultimo, el pellet fue resuspendido en 300 uL de
tampon de lisis (EDTA 10 mM, NaCl 140 mM, SDS 5% pl/v, Tris 100 M, pH 8),
incubado a 50°C durante 21 horas. Las muestras se enfriaron a temperatura
ambiente durante 3 minutos, se centrifugaron a 10000 g a 4 °C por 10 minutos y

se reservo el sobrenadante en un tubo limpio.

La concentracion de proteinas se realizo utilizando el kit de ensayo de proteinas
Pierce BCA™ (ThermoFisher Scientific) segun las indicaciones del fabricante. En
resumen, se tomo una alicuota del sobrenadante anterior y se diluyo 1:5 en agua
destilada. Luego, se cargaron 25 pL en duplicado de la muestra diluida y de
estandares, se agregaron 200 puL de mix de reaccion y se incubd 30 minutos a
37°C. Luego, se midio la absorbancia a 562 nm en un lector de microplacas Epoch
(Biotek Instruments, Winooski, VT, EEUU). La concentracion de proteinas se
obtuvo interpolando las lecturas de absorbancia de las muestras en la curva de

calibracion de BSA.

Las muestras fueron mezcladas con tampon Laemli 4X (SDS 8% plv, 2-
mercaptoetanol 20% v/v, glicerol 40%, azul de bromofenol 0,08%, Tris HCI 0,25
M, pH 6,8). Cantidades iguales de proteina fueron sometidas a una electroforesis
en geles de acrilamida/bisacrilamida 5-10% a voltaje constante de 80 V. Las
proteinas del gel se transfirieron a membranas de nitrocelulosa verificando la
correcta transferencia de las proteinas mediante tincién con rojo ponceau. Luego,
las membranas fueron lavadas con TBST 1X e incubadas con leche descremada
(Bio-Rad; Hercules, CA, EEUU) 2% p/v por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C y agitacion

con el anticuerpo monoclonal de raton anti-NeuN (dilucion 1:1000, MAB377,
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Merck) o el anticuerpo monoclonal de raton anti-B-actina (dilucién 1:5000, G043,
ABM) como control de carga. Por ultimo, las membranas se lavaron con TBST 1X
1 vez por 15 minutos y 4 veces por 5 minutos, se incubaron con el anticuerpo
policlonal de conejo anti-raton acoplado a peroxidasa de rabano (dilucion 1:10000,
31430, ThermoFisher Scientific). Las membranas fueron observadas mediante
guimioluminiscencia en el equipo de revelado ChemiScope 3400 (Clinx Science
Instrument Company, Shanghai, China) usando el kit rapido de deteccién
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (34077, ThermoFisher,
USA). La densidad de las bandas fueron medidas utilizando el software ImageJ
(NIH, Bethesda, MA, EEUU).

6.7. Determinacion de la razon GSSG/GSH hipocampal

Los niveles de GSH y GSSG para la determinacion de la razéon GSSG/GSH se
realizé segun Rahman y cols. (2006) con ciertas modificaciones. En resumen, las
muestras de tejido hipocampal se homogenizaron en 300 pL de buffer de
extraccion (Triton X-100 0,1% v/v, acido sulfosalicilico 0,6% p/v en tampdn fosfato
(KPE) 0,1 M, EDTA 5 mM, pH 7,5) mediante 2 ciclos de 5 pulsaciones de
ultrasonido y centrifugadas a 10000 g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se
transfirié a un tubo limpio y se conservo para la medicién de GSH total. Para la
medicion de GSSG, 50 pL de sobrenadante se tratd con 1 pL de 2-vinilpiridina
0,93 mM en buffer KPE y se incubd 1 hora a temperatura ambiente bajo campana.
Luego, se agregd 3 pL de trietanolamina (TEA) 1,25 M en buffer KPE, se mezcld
vigorosamente y se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente. Veinte
microlitros de sobrenadante sin tratamiento, sobrenadante con tratamiento de 2-
vinilpiridina/TEA y estandares de GSSG (0,05 pM - 12,8 uM) se cargaron en
duplicado en una placa de 96 pocillos, se agreg6 60 uL de DNTB 1,7 mMy 60 pL
de enzima glutation reductasa 0,8 U/mL. Finalmente, se agregd 60 uL de B-
NADPH 0,8 mM a cada pocillo y se midi6é la absorbancia a 412 nm cada 30

segundos por 3 minutos en un lector de microplacas Epoch (Biotek Instruments,
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Winooski, VT, EEUU). La concentracion de GSH total y GSSG se obtuvo
interpolando las lecturas de absorbancia de las muestras en la curva de

calibracion de GSSG utilizando las siguientes ecuaciones:

AOD,,../min- B

[GSH,,,,] = 2x x dilucion muestra

AOD,,,,/min- B
A

x dilucién muestra

[GSSG]=

[GSSG]
[GSH,,,,] - 2 X [GSSC]

[GSSG/GSH] =

6.8. Determinacidn de la concentracion de MDA en tejido cerebral completo

Los niveles de MDA se determinaron en cerebro completo segin Motaghinejad y
cols. (2017). En resumen, 50 pL de homogenizado de cerebro completo (en buffer
RIPA con inhibidores de proteasas) con 400 pg de proteinas o 50 yL de una
solucion de estandar de MDA (2,5 uM — 125 uM) fueron mezclados con 50 pL de
SDS 10% p/v y fue incubado durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego,
se agreg0 125 L de acido tiobarbitarico 0,036 M (disuelto en &cido acético 50%
v/v, pH 3,5) y se incubd a 90°C por 1 hora. Las muestras fueron enfriadas en hielo
por 5 minutos y centrifugadas a 1000 g por 15 minutos a temperatura ambiente.
Doscientos microlitros de sobrenadante fue transferido a un microtubo limpio, se
mezclé con 200 pL de n-butanol y se centrifugdb a 10000 g por 5 minutos.
Finalmente, 100 pL de la fraccién de n-butanol fue transferido a una placa de 96
pocillos en duplicado y se midié la absorbancia a 532 nm en un lector de
microplacas Epoch (Biotek Instruments, Winooski, VT, EEUU). La concentracion
de MDA se obtuvo interpolando las lecturas de absorbancia de las muestras en la

curva de calibracién de MDA.
6.9. Andlisis estadisticos
Todos los datos se encuentran expresados como promedio + SEM. Las

diferencias estadisticas fueron analizadas mediante prueba t de Student o andlisis
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de varianza (ANOVA) de medidas repetidas, considerando el tratamiento
farmacoldgico como el factor de andlisis y el consumo de etanol o nicotina, el
consumo de agua, la ingesta total de fluidos o la preferencia de la solucién de
etanol como variables dependientes seguido de una prueba post hoc Bonferroni
para comparaciones multiples. Para la prueba t y prueba post hoc de Bonferroni
se utilizé el software estadistico GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EEUU), y para la prueba de ANOVA de muestras repetidas se utilizd
el programa estadistico MedCalc (MedCalc Software, Ostend, Bélgica). La
longitud de proceso astrocitico, grosor de proceso primario, densidad de astrocito
y microglia, GSSG/GSH y MDA fueron analizados mediante ANOVA de una via
seguido de una prueba post hoc Tukey utilizando GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EEUU). Para todos los andlisis se consider6 un

valor de p<0,05 para la significacion estadistica.
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7. RESULTADOS

7.1. Efecto de la administracion de Alda-1 en la recaida en el consumo de

etanol en ratas UChB

Un grupo de 28 ratas UChB tuvieron acceso ad libitum a 2 botellas con soluciones
distintas: una botella con agua y otra botella con etanol 10% para establecer un
patron de consumo crénico de alcohol (paradigma de libre eleccion de dos
botellas). El dia 87 se incorpord una tercera botella con etanol 20%. Antes de la
incorporacion del etanol 20%, los animales consumieron 8,8 g/Kg de etanol en
promedio (dias 1-86); luego de esta modificacion, los animales aumentaron su
consumo de forma significativa a 12,0 g/Kg en promedio, es decir, 3,2 g/Kg de
etanol mas que antes de la incorporacion de esta botella (prueba t, p<0,001)
(Figura 9A). A los 97 dias de acceso, los animales alcanzaron un consumo
promedio de etanol de 9,2 g/Kg (dias 1-97; Figura 9A). Ademas, del total de etanol
consumido por los animales 90,7% proviene de la solucion de etanol 10% y 9,3%
a la de etanol 20% (Figura 9B).
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Figura 9. Consumo cronico de etanol y preferencia de consumo segun
concentracion de la soluciéon de etanol en ratas UChB. (A) Los circulos representan el
promedio diario del consumo de etanol expresado en gramos por kilogramo de peso del animal +
SEM (n=28). La flecha indica el momento de la incorporacion de la botella de etanol 20%. ***
p<0,001, prueba t del promedio de consumo de etanol entre los dias 1-86 vs dias 87-97. (B)
Preferencia del consumo de etanol segin concentracion de éste en las soluciones. Los circulos

representan el valor promedio diario del porcentaje de preferencia segin concentracion de etanol
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+ SEM (n=28). Los circulos negros representan el porcentaje de preferencia del etanol 10% y los

blancos representan el porcentaje de preferencia del etanol 20%.

En cuanto al consumo de agua previo a la incorporacion del etanol 20% durante
el periodo representado en la Figura 10A, los datos mostraron que los animales
consumieron 28,2 mL/Kg diarios en promedio. Luego de la incorporacion de dicha
botella, no se observaron diferencias significativas en el consumo pues los
animales consumieron 27,0 mL/Kg al dia en promedio (prueba t, p>0,05) (Figura
10B).
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Figura 10. Consumo de agua durante el periodo de consumo crénico de etanol en

ratas UChB. (A) Consumo de agua promedio diario expresado en mililitros por kilogramo de peso
del animal. Los circulos representan el promedio diario del consumo de agua de los animales +
SEM (n=28). La flecha indica la incorporacion de la botella de etanol 20%. (B) Consumo de agua
promedio diario previo (Pre-etanol 20%) y posterior (Post-etanol 20%) a la incorporacion de la
botella de etanol de 20%. p>0,05, prueba t del promedio de consumo de agua entre los dias 77-

86 vs dias 87-97.

El andlisis de la ingesta total de liquidos de los animales durante el periodo de
consumo crénico de etanol mostré un consumo promedio de 173,2 mL/Kg diarios
(Figura 11A). La incorporacion de la botella de etanol 20% no provocé cambios

significativos en este parametro (prueba t no pareada, p>0,05) (Figura 11B).
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Figura1l.Ingestatotal de liquidos durante el periodo de consumo crénico de etanol
en ratas UChB. (A) Los circulos representan el promedio diario del consumo total de liquidos
expresado en mililitros por kilogramo de peso del animal por dia £+ SEM (n=28). La flecha indica el
momento de la incorporacion de la botella de etanol 20%. (B) Consumo total de fluidos promedio
previo (Pre-etanol 20% v/v) y posterior (Post-etanol 20% v/v) a la incorporacion de la botella de

etanol de 20%. p>0,05, prueba t promedio del consumo entre los dias 1-86 vs dias 87-97.

Luego de aproximadamente 100 dias de consumo voluntario de etanol, los
animales fueron privados del acceso a las botellas de etanol durante 14 dias,
restituyendo luego el acceso durante 7 dias ambas soluciones. En los ultimos 14
dias de la planificacién se administrd por via oral una dosis diaria de Alda-1 (25
mg/kg) o un volumen equivalente de vehiculo (goma arébica 2%). Los resultados
mostraron que la administracion de Alda-1 redujo notablemente la recaida en el
consumo de etanol en comparacion a los animales que recibieron vehiculo
(ANOVA de muestras repetidas, p<0,001). Especificamente, en el primer dia de
re-acceso, el grupo tratado con vehiculo consumié 11,9 g/Kg de etanol, 10,2%
mas que el consumo basal (10,8 g/Kg, ultimo dia de consumo antes del periodo
de privacién), aumento que no fue estadisticamente significativo (prueba t,
p>0,05). Por su parte, el grupo tratado con Alda-1 consumio 5,0 g/Kg de etanol el
primer dia de re-acceso, 53,7% menos que el consumo basal (prueba t, p<0,001)
y 57,7% menos que el grupo tratado con vehiculo (pruebat, p<0,001). Este efecto
inhibitorio de Alda-1 en el consumo de etanol post privacidon mostr6é ser tiempo-

dependiente, alcanzando una disminucibn maxima de 92,2% respecto del
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vehiculo al séptimo dia de re-acceso (prueba post hoc de Bonferroni, p<0,001)
(Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la administracion oral de Alda-1 en la recaida en el consumo
de etanol en ratas UChB. El circulo negro representa el consumo de etanol promedio de los
animales previo al periodo de privacién (basal) (n=13). Las flechas sefialan la administracién oral
diaria de Alda-1 o vehiculo. Los circulos verdes representan los valores de consumo de etanol
promedio diario + SEM del grupo tratado con Alda-1 (n=7); los circulos rojos representan los
valores de consumo de etanol promedio diario £ SEM de los animales tratados con un volumen

equivalente de vehiculo (n=6). p<0,001, ANOVA de muestras repetidas; *** p<0,001, prueba post
hoc de Bonferroni.

Durante el re-acceso al consumo de etanol, los animales tuvieron acceso a agua,
etanol 10% y etanol 20%. El analisis de la preferencia segun la concentracién de
etanol mostré que fue de 80,1% para etanol 10% y 19,9% para etanol 20% previo
al periodo de privacion (basal, Figura 13). El analisis de la preferencia en la etapa
de re-acceso mostré diferencias respecto a la preferencia basal: los animales
tratados con vehiculo aumentaron su preferencia por la solucién al 10% (86,7%)
y disminuyeron su preferencia por la de 20% (13,3%) (Figura 13A). Por su parte,
los animales tratados con Alda-1 disminuyeron su preferencia por la solucién al
10% (67,9%) y la aumentaron por la de 20% (32,1%), lo que constituye un
aumento de 18,8% del consumo de etanol 20% en este grupo (Figura 13B).
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Figura 13. Efecto de la administracion oral de Alda-1 en la preferencia del consumo
de etanol durante el periodo de recaida. (A) Preferencia del consumo de etanol 10% (linea
continua) y 20% (linea punteada) basal y durante el periodo de re-acceso al consumo de etanol
de los animales tratados con vehiculo (n=6). (B) Preferencia del consumo de etanol 10% (linea
continua) y 20% (linea punteada) basal y durante el periodo de re-acceso al consumo de etanol
de los animales tratados con Alda-1 (n=7). En ambos casos, los circulos representan el promedio
de la preferencia de consumo de etanol 10% y 20% diario £+ SEM de los animales previo a la
privacion (basal, blancos) tratados con vehiculo (rojos) y Alda-1 (verdes). El andlisis de preferencia
se restringi6 del primer al quinto dia de re-acceso ya que el consumo de etanol del grupo tratado
con Alda-1 durante el sexto y séptimo dia fue insignificante. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,

prueba t multiple.

En cuanto al consumo de agua de los animales durante el periodo de re-acceso,
se observo que la reduccion del consumo de etanol inducida por la administracion
de Alda-1 se acompafi6 de un aumento del consumo de agua en comparacion al
grupo vehiculo (ANOVA muestras repetidas, p<0,001) y al valor basal previo al
periodo de privacion (prueba t, p<0,001) (Figura 14A), mientras que el promedio
del consumo de agua post re-acceso del grupo vehiculo fue similar al consumo
basal de agua previo al periodo de privacion (prueba t, p>0,05) (Figura 14A). El
analisis de la cantidad total de fluidos consumido por los animales en este periodo
mostré que no hubo diferencias significativas para ambos grupos de tratamiento
durante la administracion de los tratamientos Alda-1 y vehiculo (ANOVA de

muestras repetidas, p>0,05) (Figura 14B).
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Figura 14. Efecto de la administracion oral de Alda-1 en el consumo de aguay de
fluido total en ratas UChB re-expuestas al consumo de etanol. (A) Consumo de agua
promedio de los animales durante el periodo de administracion oral de los tratamientos Alda-1 y
vehiculo. p<0,001; ANOVA de muestras repetidas. (B) Consumo total de fluidos promedio de los
animales durante el periodo de administracion de los tratamientos Alda-1 y vehiculo, p>0,05;
ANOVA de muestras repetidas; * p<0,05, *** p<0,001, prueba post hoc de Bonferroni. Las flechas
representan la administracion oral de Alda-1 o vehiculo. El circulo negro representa el promedio £
SEM del consumo de agua (A) o fluido total (B) previo al periodo de privacion de etanol (Basal,
n=13); los circulos verdes representan el promedio + SEM del consumo de agua (A) o fluido total
(B) diario del grupo tratado con Alda-1 (n=7); los circulos rojos representan el promedio + SEM del
consumo de agua (A) o fluido total (B) diario del grupo tratado con vehiculo (n=6). p>0,05, ANOVA

de muestras repetidas.
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7.2. Efecto de la administracién oral de Alda-1 en el consumo crénico y

recaida en el consumo de nicotina en ratas UChB

Luego de un periodo inicial de induccion a los efectos de la nicotina mediante la
administracion intraperitoneal de este compuesto (0,8 mg/kg/dia durante 14 dias),
un grupo de 30 ratas UChB fueron expuestas al consumo voluntario de nicotina a
través del acceso ad libitum a dos botellas, una conteniendo agua y la otra una
solucién de nicotina que fue aumentando su concentracion desde 1,75 mg/L hasta
19,25 mgl/L, segun se describe en Métodos 6.1.2. Luego de 70 dias de consumo
voluntario de nicotina, los animales alcanzaron un consumo diario promedio de
2,3 mg/Kg de nicotina (Figura 15).
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Figura 15. Establecimiento del consumo de nicotina en ratas UChB. El grafico muestra
el consumo promedio de nicotina + SEM (mg/kg/dia) por los animales (n=30) en el tiempo y frente
a las distintas concentraciones de la solucion de nicotina. Las flechas indican la administracién de

nicotina 0,8 mg/Kg i.p. durante 14 dias previos al acceso a las soluciones de nicotina.

Para evaluar el efecto de Alda-1 sobre el consumo crénico de nicotina, después

de 70 dias de libre acceso a su consumo las ratas fueron tratadas diariamente con
Alda-1 (25 mg/kg) o vehiculo por via oral durante 7 dias. Un analisis de ANOVA
de muestra repetidas entre los dias 67 a 87 mostro diferencias significativas entre
los grupos tratados con Alda-1 y vehiculo (ANOVA de muestras repetidas,
p<0,001), observandose una disminucion maxima de 35,7% en el dia 79 (Figura
16).
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Figura 16. Efecto de la administracién oral de Alda-1 en el consumo crénico de
nicotina en ratas UChB. Las flechas indican la administracion oral de Alda-1 o vehiculo. Los
circulos azules representan el consumo diario promedio + SEM de nicotina del grupo tratado con
Alda-1 (n=14); los circulos rojos representan el consumo diario promedio + SEM de nicotina del
grupo tratado con vehiculo (n=14). p<0,001, ANOVA de muestras repetidas; * p<0,05, *** p<0,001,

prueba post hoc de Bonferroni.

Con respecto al consumo de agua durante el periodo de administracion de Alda-
1y vehiculo, se observé que no hubo cambios significativos entre grupos (ANOVA
muestras repetidas, p>0,05) (Figura 17A). Sin embargo, se observo una
disminucién del consumo total de fluidos en el grupo tratado con Alda-1 en
comparacion al grupo tratados con vehiculo (ANOVA de muestras repetidas,
p<0,01), el que mostrd ser tiempo-dependiente y reversible una vez suspendido
el tratamiento farmacologico (Figura 17B).
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Figura 17. Efecto de la administracién oral de Alda-1 en el consumo de agua y
liquido total de ratas UChB expuestas al consumo crénico de nicotina. (A) Consumo
de agua de los animales durante el periodo de administracién de los tratamientos Alda-1 y
vehiculo. p>0,05, ANOVA muestras repetidas. (B) Ingesta de liquido total de los animales durante
el periodo de administracién de los tratamientos Alda-1 y vehiculo. p<0,01, ANOVA de muestras
repetidas; *** p<0,001, prueba post hoc de Bonferroni. En ambos casos las flechas indican la
administracion oral de Alda-1 o vehiculo, los circulos azules representan el consumo diario
promedio + SEM de agua (A) o liquido total (B) del grupo tratado con Alda-1 (n=14), y los circulos
rojos representan el consumo diario promedio + SEM de agua (A) o liquido total (B) del grupo

tratado con vehiculo (n=14).

Una vez terminado el estudio del efecto de Alda-1 sobre el consumo crénico de
alcohol, los animales continuaron el consumo de nicotina durante 6 dias en los

gue se volvié a estabilizar el consumo de esta sustancia. Los animales fueron
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privados de ésta durante 14 dias, permitiendo luego su re-acceso por 7 dias para

establecer la recaida en el consumo de nicotina. En los ultimos 14 dias de la

planificacion se administré diariamente por via oral una dosis de Alda-1 o un
volumen equivalente de vehiculo. Los resultados mostraron que la administracion
de Alda-1 redujo significativamente la recaida en el consumo de nicotina en
comparacioén al grupo vehiculo (ANOVA de muestras repetidas, p<0,001) (Figura
18). Especificamente, en el primer dia de re-acceso, el grupo tratado con vehiculo
consumid 2,0 mg/Kg de nicotina, 14,5% menos que el basal (2,3 mg/Kg, ultimo
dia de consumo antes del periodo de privacién), disminucién que fue
estadisticamente significativa (prueba t, p<0,01). Por su parte, el grupo tratado
con Alda-1 consumi6 0,6 mg/Kg de nicotina, 73,9% menos que el basal (prueba t,
p<0,001) y 70% menos que el grupo tratado con vehiculo (prueba t, p<0,001). La
disminucion del consumo de nicotina por efecto de la administracion de Alda-1 se
mantuvo durante todo el periodo de re-acceso, observandose una disminucion de
81,8% al séptimo dia de re-acceso en comparacion al grupo tratado con vehiculo

(prueba post hoc de Bonferroni, p<0,001) (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de la administracion oral de Alda-1 en la recaia en el consumo de
nicotina en ratas UChB. Consumo de nicotina promedio de los animales previo y durante el

periodo de privacién y luego del re-acceso a la solucion de nicotina. Las flechas representan la
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administracion oral diaria de Alda-1 o vehiculo. El circulo blanco representa el consumo promedio
de nicotina £+ SEM de los animales previo al periodo de 14 dias de privacion (Basal, n=13); los
circulos azules representan los valores de consumo promedio diario + SEM del grupo tratado con
Alda-1 (n=6); los circulos rojos representan los valores de consumo promedio diario £+ SEM de los
animales tratados con vehiculo (n=7). p<0,001, ANOVA de muestras repetidas; *** p<0,001,

prueba post hoc de Bonferroni.

La disminucién del consumo de nicotina inducida por la administracién de Alda-1
fue concomitante a un aumento del consumo de agua en comparacién al grupo
vehiculo (ANOVA de muestras repetidas, p<0,001) (Figura 19A). La cantidad de
fluido total consumido no tuvo variaciones significativas entre el grupo tratado con
Alda-1y el tratado con vehiculo (ANOVA de muestras repetidas, p>0,05) (Figura
19B).
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Figura 19. Efecto de la administraciéon oral de Alda-1 en el consumo de aguay de
fluido total en ratas UChB re-expuestas al consumo de nicotina. (A) Consumo de agua
durante el periodo de administracion oral de los tratamientos Alda-1 y vehiculo. p<0,001, ANOVA
de muestras repetidas, *** p<0,001, prueba post hoc de Bonferroni. (B) Consumo total de fluidos
durante el periodo de administracién de los tratamientos Alda-1 y vehiculo. p>0,05, ANOVA de
muestras repetidas. En ambos casos las flechas representan la administracién oral de Alda-1 o
vehiculo. El circulo blanco representa el promedio diario + SEM de consumo de agua (A) o fluido
total (B) previo al periodo de privacion de etanol (Basal, n=13); los circulos azules y rojos
representan el promedio + SEM del consumo de agua (A) o fluido total (B) diario del grupo tratado

con Alda-1 (n=6) o con vehiculo (n=7), respectivamente.

7.3. Determinacion de marcadores de neuroinflamacion en HPC de ratas

UChB en condiciones de privacion y recaida en el consumo de etanol

Para determinar la neuroinflamacion en el HPC de ratas UChB se evalué mediante
inmunofluorescencia los marcadores de reactividad glial GFAP (marcador de
astrocito) e lba-1 (marcador de microglia) en cortes de cerebro de ratas UChB
expuestas a 100 dias de consumo crénico de etanol y 14 dias de privacion, a las
gue se les administré Alda-1 o vehiculo los dltimos 7 dias de privacién (grupo
“Privaciéon”). Otro grupo de ratas fue expuesto a 100 dias de consumo cronico de
etanol, 14 dias de privacion y 7 dias de re-acceso, a las que se les administro
Alda-1 o vehiculo los ultimos 14 dias del estudio (periodo privacion/re-acceso,
grupo “Re-acceso”). Se incluy6 en el andlisis un grupo de ratas UChB que solo
consumieron agua durante el experimento, constituyendo el grupo Control (Figura
20).
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Figura 20. Microfotografias representativas de astrocitos y microglias
hipocampales de ratas UChB en condiciones de privacién y recaida en el consumo
de etanol. Las microfotografias muestran astrocitos y microglias inmunorreactivas para GFAP
(verde) e Iba-1 (rojo), respectivamente, y tincién nuclear con DAPI (cian) del HPC de una rata del
grupo control, grupo Privacion (tratado con vehiculo o Alda-1) y grupo Re-acceso (tratado con
vehiculo o Alda-1). En el recuadro inferior se ilustra una magnificacién a uno de los astrocitos
presentes en la microfotografia y el circulo punteado indica un proceso primario del astrocito. Barra

de escala: 30 ym.

De las microfotografias obtenidas para cada grupo experimental, se realiz6 un
analisis estereoldgico (Métodos 6.5.) para determinar parametros de reactividad
glial como longitud de procesos astrociticos, grosor de procesos astrociticos
primarios, y densidad de astrocitos y microglias en el stratum radiatum del HPC.
El andlisis realizado en astrocitos no mostré diferencias significativas en la
longitud de los procesos astrociticos de los distintos grupos experimentales
analizados (ANOVA de una via, p>0,05) (Figura 21).
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Figura 21. Longitud de procesos astrociticos hipocampales en ratas UChB
sometidas a un periodo de privacion y recaida en el consumo de etanol. Longitud de
proceso de astrocitos del HPC de ratas control (n=7), grupo Privacién (n=6 vehiculo; n=6 Alda-1)
y grupo Re-acceso (n=5 vehiculo; n=5 Alda-1). Las barras representan el valor promedio + SEM
de la longitud de los procesos astrociticos expresado en micrometros (um). p>0,05, ANOVA de

una via.

Por su parte, se observaron diferencias significativas en el grosor de los procesos
astrocitico primario en HPC entre los grupos experimentales analizados (ANOVA
de una via, p<0,001). Especificamente, se observé un aumento significativo en los
grupos en condiciones de privacion tratados con vehiculo y Alda-1, y en el grupo
en condiciones de re-acceso y tratado con vehiculo en comparacion al grupo
control (Tukey post hoc, p<0,01). Por otra parte, no se observaron diferencias
significativas entre el grupo sometido a un periodo de re-acceso al etanol tratado
con Alda-1 y el grupo control (Tukey post hoc, p>0,05). La disminucién de la
longitud de procesos en este ultimo grupo experimental no fue significativa en
comparacién a su contraparte tratada con vehiculo (Tukey post hoc, p>0,05)
(Figura 22).
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Figura 22. Grosor de procesos astrociticos primarios hipocampales de ratas UChB
sometidas a un periodo de privacién y recaida en el consumo de etanol. Grosor de
los procesos primarios de astrocitos del HPC de ratas control (n=7), grupo Privaciéon (n=6 vehiculo;
n=6 Alda-1) y grupo Re-acceso (n=5 vehiculo; n=5 Alda-1). Las barras representan el valor
promedio + SEM del grosor de los procesos astrociticos primario expresado en micrémetros (um).
p<0,001, ANOVA de una via; *** p<0,001, ** p<0,01, Tukey post hoc.

La densidad de astrocitos en el HPC no mostré diferencias significativas en
ninguna de las condiciones experimentales (ANOVA de una via, p>0,05) (Figura
23A); la densidad de microglia en HPC tampoco mostrd diferencias significativas
en ninguno de los grupos experimentales evaluados (ANOVA de una via, p>0,05),
pero mostrd una tendencia al aumento del grupo privado del consumo de etanol y

tratado con Alda-1 en comparacion al grupo control (Figura 23B).
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Figura 23. Densidad de astrocitos y microglias hipocampales de ratas UChB
sometidas a un periodo de privacion y recaida en el consumo de etanol. (A) Densidad
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de astrocitos y (B) microglias en el HPC de ratas control (n=7), grupo Privacion (n=6 vehiculo; n=6
Alda-1) y grupo Re-acceso (n=5 vehiculo; n=5 Alda-1). Las barras representan el valor promedio
+ SEM de la (A) densidad de astrocitos o (B) densidad de microglias expresada en términos de
células/mms3. p>0,05, ANOVA de una via.

7.4. Determinacién de la neuroinflamacion en NAc de ratas UChB expuestas

a condiciones de privacion y recaida en el consumo de etanol

De la misma forma que para el HPC, se determind el efecto de Alda-1 sobre la
neuroinflamacion en NAc de ratas UChB de forma similar al punto 7.3. (Figura
24).
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Figura 24. Microfotografias representativas de astrocitos y microglias del NAc de
ratas UChB en condiciones de privacion y recaida en el consumo de etanol. Las
microfotografias muestran astrocitos y microglias inmunorreactivas para GFAP (verde) e lba-1
(rojo), respectivamente, y tincidn nuclear con DAPI (cian) del NAc de una rata del grupo control,
grupo Privacion (tratado con vehiculo o Alda-1) y grupo Re-acceso (tratado con vehiculo o Alda-
1). En el recuadro se ilustra una magnificacion de uno de los astrocitos presentes en la
microfotografia y el circulo punteado indica uno de los procesos primarios del astrocito. Barra de

escala: 30 pm.

El andlisis estereologico de los astrocitos del NAc no mostré diferencias
significativas en la longitud de los procesos astrociticos en ningun grupo

experimental evaluado (ANOVA de una via, p>0,05) (Figura 25).
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Figura 25. Longitud de procesos astrociticos del NAc de ratas UChB sometidas a
un periodo de privacion y recaida en el consumo de etanol. Longitud de proceso de
astrocitos del NAc de ratas control (n=7), grupo Privacion (n=6 vehiculo; n=6; Alda-1) y grupo Re-
acceso (n=5 vehiculo; n=5 Alda-1). Las barras representan el valor promedio + SEM de la longitud

de los procesos astrociticos expresado en micréometros (um). p>0,05, ANOVA de una via.

Respecto del grosor de los procesos astrociticos primarios en NAc, se observaron
diferencias significativas entre los grupos experimentales evaluados (ANOVA de
una via, p<0,001). Especificamente, el grupo sometido a un periodo de privacion
y tratado con Alda-1 mostré un aumento en comparacion al grupo control (Tukey
post hoc, p<0,05), mientras que los grupos sometidos a un periodo de re-acceso
al consumo de etanol mostraron una disminucion en comparacion al grupo control,
independiente de su tratamiento farmacolégico (Tukey post hoc, p<0,001). El
grupo sometido a un periodo de privacion y tratado con vehiculo no mostroé
diferencias significativas en comparacion al grupo control (Tukey post hoc,
p>0,05). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos dentro de cada subgrupo (Tukey post hoc, p>0,05) (Figura 26).
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Figura 26. Grosor de procesos astrociticos primarios del NAc de ratas UChB
sometidas a un periodo de privacién y recaida en el consumo de etanol. Grosor de
los procesos primarios de astrocitos del NAc de ratas control (n=7), grupo Privacién (n=6 vehiculo;
n=6; Alda-1) y grupo Re-acceso (n=5 vehiculo; n=5 Alda-1). Las barras representan el valor
promedio + SEM de la longitud de los procesos astrociticos expresado en micrometros (um).
p<0,001, ANOVA de una via; *** p<0,001, * p<0,05, Tukey post hoc.

La densidad de astrocitos en el NAc mostré diferencias significativas entre los
distintos grupos experimentales (ANOVA de una via, p<0,01): se observo que el
grupo sometido a un periodo de re-acceso al consumo de etanol y tratado con
vehiculo disminuyé su densidad astrocitica en comparacion al grupo control
(Tukey post hoc, p<0,05). El grupo sometido a un periodo de privacion y el grupo
sometido a un periodo de re-acceso tratado con Alda-1 no mostro diferencias
significativas en comparacion al grupo control (Tukey post hoc, p>0,05). Dentro
de ambos subgrupos, privacidon y re-acceso, no se observaron diferencias

significativas (Figura 27A).

Por su parte, la densidad de microglias en el NAc mostré diferencias significativas
(ANOVA de una via, p<0,01): se observé un aumento de la densidad microglial en
el grupo sometido a un periodo de privacion tratado con Alda-1 en comparacion
al grupo control (Tukey post hoc, p<0,01). Ademas, el grupo sometido a un periodo
de re-acceso presentd una disminuciéon en la densidad de microglias en
comparacion al grupo control independientemente de su tratamiento

farmacolégico (Tukey post hoc, p<0,05). El grupo sometido a privacion tratado con
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vehiculo no mostré diferencias significativas en comparacion al grupo control
(Tukey post hoc, p>0,05). Por otra parte, se observé que, dentro del grupo
sometido a privacion, el grupo tratado con Alda-1 presenté aumento significativo
de la densidad microglial en comparacion al grupo tratado con vehiculo (Tukey
post hoc, p<0,01), efecto que no se observo en el grupo sometido a un periodo de

re-acceso (Tukey post hoc, p>0,05) (Figura 27B).
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Figura 27. Densidad de astrocitos y microglias del NAc de ratas UChB sometidas a
un periodo de privacion y recaida en el consumo de etanol. (A) Densidad de astrocitos
y (B) microglias del NAc de ratas control (n=7), grupo Privacién (n=6 vehiculo; n=6; Alda-1) y grupo
Re-acceso (n=5 vehiculo; n=5 Alda-1). Las barras representan el valor promedio + SEM de la (A)
densidad de astrocitos o (B) densidad de microglias expresadas como células/mms3. p<0,01,
ANOVA de una via. **p<0,01, * p<0,05, Tukey post hoc.

7.5. Determinacion de marcadores de neuroinflamacion en HPC de ratas

UChB en condiciones de privacion y recaida en el consumo de nicotina

De la misma forma que para el HPC y el NAc descritos anteriormente, se
determino el efecto de Alda-1 sobre la neuroinflamacién en el HPC de ratas UChB

de forma similar al punto 7.3y 7.4 (Figura 28).
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Figura 28. Microfotografias representativas de astrocitos Yy microglias
hipocampales de ratas UChB en condiciones de privacion y recaida en el consumo
de nicotina. Las microfotografias muestran astrocitos y microglias inmunorreactivas para GFAP
(verde) e Iba-1 (rojo), respectivamente, y tincién nuclear con DAPI (cian) del HPC de una rata del
grupo control, grupo Privacion (tratado con vehiculo o Alda-1) y grupo Re-acceso (tratado con
vehiculo o Alda-1). En el recuadro inferior se ilustra una magnificacién a uno de los astrocitos
presentes en la microfotografia y el circulo punteado indica un proceso primario del astrocito. Barra

de escala; 30 um.
El andlisis estereoldgico de los astrocitos hipocampales no mostré diferencias
significativas con respecto a la longitud de los procesos astrociticos en ningun

grupo experimental analizado (ANOVA de una via, p>0,05) (Figura 29).
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Figura 29. Longitud de procesos astrociticos hipocampales en ratas UChB
sometidas a un periodo de privacion y recaida en el consumo de nicotina. Longitud
de proceso de astrocitos del HPC de ratas control (n=7), grupo Privacidn (n=6 vehiculo; n=6; Alda-

1) y grupo Re-acceso (n=5 vehiculo; n=5 Alda-1). Las barras representan el valor promedio + SEM
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de la longitud de los procesos astrociticos expresado en micrometros (um). ANOVA de una via,
p>0,05.

En cuanto al grosor de los procesos astrociticos primarios, se observaron
diferencias significativas entre los grupos experimentales evaluados (ANOVA de
una via, p<0,001): se observo un aumento en el grupo sometido a un periodo de
re-acceso al consumo de nicotina tratado con Alda-1 en comparacion al grupo
control (Tukey post hoc, p<0,001). Este grupo, ademas, mostré6 un aumento
significativo al ser comparado con su contraparte tratada con vehiculo (Tukey post
hoc, p<0,001). Los grupos sometidos a un periodo de privacion y el grupo
sometido a re-acceso al consumo de nicotina tratado con vehiculo no mostraron
diferencias significativas en comparacion al grupo control (Tukey post hoc, p>0,05)

(Figura 30).
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Figura 30. Grosor de procesos astrociticos primarios hipocampales de ratas UChB
sometidas a un periodo de privacion y recaida en el consumo de nicotina. Grosor de
los procesos primarios de astrocitos del HPC de ratas control (n=7), grupo Privacién (n=6 vehiculo;
n=6; Alda-1) y grupo Re-acceso (n=5 vehiculo; n=5 Alda-1). Las barras representan el valor
promedio + SEM de la longitud de los procesos astrociticos expresado en micrometros (um).
p<0,001, ANOVA de una via; *** p<0,001, Tukey post hoc.

La densidad de astrocitos en el HPC de ratas UChB control y sometidas a un
periodo de privacion y recaida en el consumo de nicotina no mostré diferencias
significativas en ninguna de las condiciones experimentales evaluadas (ANOVA

de una via, p>0,05) (Figura 31A). Por su parte, la densidad de microglias en el
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HPC tampoco mostré diferencias significativas en ninguno de los grupos
experimentales evaluados (ANOVA de una via, p>0,05), pero mostré una
tendencia al aumento del grupo privado del consumo de nicotina tratado con

vehiculo en comparacion al grupo control (Figura 31B).
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Figura 31. Densidad de astrocitos y microglias en el hipocampo de ratas UChB
sometidas a un periodo de privacion y recaida en el consumo de nicotina. (A)
Densidad de astrocitos y (B) microglias del HPC de ratas control (n=7), grupo Privacién (n=6
vehiculo; n=6; Alda-1) y grupo Re-acceso (n=5 vehiculo; n=5 Alda-1). Las barras representan el
valor promedio + SEM de la (A) densidad de astrocitos o (B) densidad de microglias expresadas

como células/mm3. p>0,05, ANOVA de una via.

7.6. Determinacion del dafio neuronal en HPC de ratas UChB en condiciones

de privacion y recaida en el consumo de etanol o nicotina

Para determinar el dafio neuronal producido por la privacion y re-acceso después
de un consumo cronico de etanol o nicotina se evalu6 la abundancia relativa de
NeuN como marcador de neuronas en el giro dentado del HPC en ratas UChB
(Figura 32A). NeuN, también llamado Fox-3, es un factor de transcripcion con
expresion en neuronas del SNC principalmente y localizado en el nucleo o en el
citoplasma perinuclear de la neurona; es ampliamente utilizado como antigeno de
reconocimiento nuclear neuronal o de diferenciacion de este tipo celular (Muller y

cols., 1992; Gusel’'nikova y Korzhevskiy, 2015).
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En una primera instancia, se intentd determinar mediante inmunofluorescencia los
niveles de NeuN en cortes histoldgicos del cerebro de una rata UChB sometida a
consumo crénico de etanol, privacién y posterior re-acceso al consumo de etanol.
Se realizaron diversas modificaciones al protocolo estandar de
inmunofluorescencia, como la composicién de las soluciones de bloqueo e
incubacién de anticuerpos primarios y secundarios, el tiempo de incubacion de
éstas y los anticuerpos primarios utilizados (anticuerpo policlonal de pollo anti-
NeuN marca Aves Labs y anticuerpo monoclonal de raton anti-NeuN marca Merck
Millipore). Sin embargo, no se detectd sefial de NeuN en los cortes de HPC con
ninguno de los anticuerpos (Figura 32B). Sin embargo, en el caso del anticuerpo

Merck se observo sefial para NeuN en el PFC (Figura 32C).
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Figura 32. Inmunofluorescencia para la deteccién de NeuN en el giro dentado del
HPC en cortes cerebrales de ratas UChB. (A) Derecha: esquema de un corte coronal de
cerebro de rata en el bregma 3.60 mm segin The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates (Paxinosy
Watson, 1986) utilizado para la inmunofluorescencia contra NeuN. Izquierda: magnificacion a la
zona del giro dentado en donde se tomaron las microfotografias presentadas en B y C; el recuadro
grande indica la zona del giro dentado en donde se tomaron las microfotografias con el objetivo
10X, y el recuadro pequefio indica la zona del giro dentado en donde se tomaron las
microfotografias con el objetivo 100X. (B) Microfotografias representativas de nulcleos
inmunorreactivos para NeuN (verde) y tincién nuclear con DAPI (azul) del giro dentado en cortes
coronales de cerebro de rata UChB. Para NeuN se muestran las microfotografias de los tejidos
tratados con el anticuerpo policlonal de pollo anti-NeuN marca Aves Labs (superior) y el anticuerpo
monoclonal de raton anti-NeuN marca Merck Millipore (inferior) tomadas con los objetivos 10X
(derecha) y 100X (izquierda). (C) Microfotografias representativas de nudcleos inmunorreactivos
para NeuN (rojo, izquierda), tincién nuclear con DAPI (azul, centro), y NeuN/DAPI (merge rosado,
derecha) del giro dentado (HPC, superior) y PFC (inferior) en cortes coronales de cerebro de rata
UChB. Barra de escala 30 pm.

Posteriormente, se evalud de la abundancia relativa de neuronas en base a los
niveles proteicos de NeuN en homogenizados de HPC de ratas UChB mediante
Western Blot. La optimizacion del ensayo de Western Blot para NeuN fue realizado
en una Pasantia de Investigacion por la estudiante de Bioquimica Isidora

Schneider (ver Anexo 1).

Los resultados para los experimentos de consumo de etanol se muestran en la
Figura 33A. La cuantificacion de los niveles proteicos de NeuN no mostro
diferencias significativas entre los grupos evaluados (ANOVA de una via, p>0,05)
(Figura 33B).
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Figura 33. Efecto de la administracion de Alda-1 en los niveles proteicos de NeuN
en homogenizados de HPC de ratas UChB sometidas a un periodo de privacion y
recaida en el consumo de etanol. (A) Western Blot representativo de NeuN en
homogenizados de tejido hipocampal de ratas control (n=8), grupo Privacion (n=7 vehiculo; n=7
Alda-1) y grupo Re-acceso (n=7 vehiculo; n=7 Alda-1). (B) Cuantificacion de los niveles proteicos
de NeuN en homogenizados de tejido hipocampal de ratas. Se cuantificaron las bandas de 48-46
KDa segun indicaciones del fabricante, indicadas en el recuadro verde. Los datos se presentan
como promedio + SEM del nivel proteico de NeuN normalizado por el control de carga B-actina.
p>0,05, ANOVA de una via.

De la misma forma que para el grupo que consumid etanol, la cuantificacion de
las bandas obtenidas del Western Blot para el grupo que consumid nicotina

(Figura 34A) no mostro diferencias significativas de los niveles proteicos de NeuN
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en tejido hipocampal en los grupos experimentales evaluados (p>0,05, ANOVA de

una via) (Figura 34B).
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Figura 34. Efecto de la administracion de Alda-1 en los niveles proteicos de NeuN
en homogenizados de HPC de ratas UChB sometidas a un periodo de privacion y
recaida en el consumo de nicotina. (A) Western Blot representativos de NeuN en
homogenizados de tejido hipocampal de ratas control (n=8), grupo Privacion (n=7 vehiculo; n=7
Alda-1) y grupo Re-acceso (n=7 vehiculo; n=7 Alda-1). (B) Cuantificacion de los niveles proteicos
de NeuN en homogenizados de tejido hipocampal de ratas. Se cuantificaron las bandas entre los
48-46 KDa segun indicaciones del fabricante, indicadas con los recuadros en azul. Los datos se
presentan como promedio £+ SEM del nivel proteico de NeuN normalizado por el control de carga
B-actina. p>0,05, ANOVA de una via.
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7.7. Determinacién del estrés oxidativo cerebral de ratas UChB en

condiciones de privacion y recaida en el consumo de etanol

Para determinar la magnitud del estrés oxidativo derivado de la privacion y re-
acceso al consumo de etanol se evalué la razon GSSG/GSH en HPC vy la

concentracion de MDA en tejido cerebral como marcadores de estrés oxidativo.

Del ensayo enzimético colorimétrico para determinar la razén hipocampal de
GSSG/GSH en el grupo que consumio etanol no se observaron diferencias
significativas entre los grupos experimentales evaluados (ANOVA de una via,
p>0,05); sblo se observo una tendencia al aumento en el grupo re-acceso en
comparacién al grupo control, de forma independiente al tratamiento

farmacoldgico administrado (Figura 35).
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Figura 35. Razon GSSG/GSH en tejido hipocampal de ratas UChB expuestas a un
periodo de privacion y recaida en el consumo de etanol. Razén GSSG/GSH hipocampal
de ratas UChB del grupo control (n=8), grupo Privacién (n=7 vehiculo; n=7 Alda-1) y Re-acceso
(n=6 vehiculo; n=7 Alda-1). Las barras representan el promedio + SEM de la razén GSSG/GSH

hipocampal para cada grupo experimental. p>0,05, ANOVA de una via.

En cuanto a los niveles de MDA en tejido cerebral, se observaron diferencias
significativas entre los grupos experimentales analizados (ANOVA de una via,
p<0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas al comparar los

grupos experimentales con el control (Tukey post hoc, p>0,05). Sin embargo, se
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observo una tendencia al aumento en el grupo sometido a un periodo de re-acceso
al consumo de etanol, independiente de su tratamiento farmacoldgico, en
comparacién al grupo control. Por otra parte, se observé una tendencia a la
disminucion de los niveles de MDA en los grupos tratados con Alda-1 en
comparacién a los grupos tratados con vehiculo en cada subgrupo experimental,

privacion y re-acceso (Figura 36).
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Figura 36. Niveles de MDA cerebrales de ratas UChB expuestas a un periodo de
privacion y recaida en el consumo de etanol. Concentracion de MDA en tejido cerebral de
ratas UChB del grupo control (n=7), grupo Privacién (n=7 vehiculo; n=7 Alda-1) y grupo Re-acceso
(n=6 vehiculo; n=7 Alda-1). Las barras representan el promedio + SEM de la concentracién de
MDA expresada como razén micromoles (umol) de MDA/ microgramos (ug) de proteina para cada
grupo experimental. p<0,05, ANOVA de una via; p>0,05, Tukey post hoc.

7.8. Determinacion del estrés oxidativo cerebral de ratas UChB en

condiciones de privaciéon y recaida en el consumo de nicotina

De la misma forma que para el grupo que consumio etanol, se evaluo la magnitud
del estrés oxidativo derivado de la privacion y re-acceso al consumo de nicotina
mediante la determinacion de la razén GSSG/GSH hipocampal y la concentracion
de MDA en tejido cerebral. La razon GSSG/GSH mostré diferencias significativas
entre los grupos experimentales evaluados (p<0,001, ANOVA de una via).

Especificamente, se observo una disminucion de este marcador en todos los
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grupos experimentales en comparacion al grupo control (p<0,05, Tukey post hoc),
con mayor pronunciamiento en el grupo Privacion independiente de su tratamiento

farmacolégico (p<0,001, Tukey post hoc) (Figura 37).
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Figura 37. Razén GSSG/GSH en tejido hipocampal de ratas UChB expuestas a un
periodo de privacion y recaida en el consumo de nicotina. Razéon GSSG/GSH

hipocampal de ratas UChB del grupo control (n=8), grupo Privacién (n=7 vehiculo; n=7 Alda-1) y
Re-acceso (n=7 vehiculo; n=6 Alda-1). Las barras representan el promedio + SEM de la razén
GSSG/GSH hipocampal para cada grupo experimental. p<0,001, ANOVA de una via. *** p<0,001,
** p<0,01, * p<0,05, Tukey post hoc.

En cuanto a los niveles de MDA en tejido cerebral no se observaron diferencias
significativas entre los grupos experimentales analizados (ANOVA de una via,
p>0,05). Sin embargo, se observo una tendencia al aumento en el grupo sometido
a un periodo de privacion del consumo de nicotina, independiente de su
tratamiento farmacoldgico, y en el grupo con re-acceso al consumo de nicotina y

tratado con Alda-1 en comparacion al grupo control (Figura 38).
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Figura 38. Niveles de MDA cerebrales de ratas UChB expuestas a un periodo de
privacion y recaida en el consumo de nicotina. Concentraciéon de MDA en tejido cerebral
completo de ratas UChB del grupo control (n=7), grupo Privacién (n=6 vehiculo; n=6 Alda-1) y
grupo Re-acceso (n=6 vehiculo; n=6 Alda-1). Las barras representan el promedio + SEM de la
concentracion de MDA expresada como razén micromoles (umol) de MDA/ microgramos (ug) de

proteina para cada grupo experimental. p>0,05, ANOVA de una via.
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta Tesis muestran que la administracion oral de
Alda-1 disminuye significativamente (~90%) la recaida en el consumo de etanol,
y el consumo crénico (~35%) y recaida (~80%) en el consumo de nicotina en ratas
UChB. En ambos casos, la disminucién del consumo de estas drogas estuvo
asociada a cambios discretos en ciertos marcadores de neuroinflamacion en HPC
y NAc. Por otra parte, no se observaron cambios significativos los niveles proteicos
de NeuN en el HPC. Con respecto a los marcadores de estrés oxidativo, no se
observaron cambios significativos en los animales expuestos al consumo de
etanol. Sin embargo, en los animales que consumieron nicotina se observo una

disminucion significativa de la razon GSSG/GSH hipocampal.

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que la administracion de
Alda-1 a ratas UChB disminuye en 90% la adquisicién del consumo de etanol y en

65% el consumo crénico de etanol (Rivera-Meza y cols., 2019). Los resultados

obtenidos en esta Tesis muestran que la administracion de Alda-1 disminuye en

mas del 50% la recaida en el consumo de etanol en ratas UChB durante el

primer dia de re-acceso en comparacion a los controles. Este efecto fue tiempo-
dependiente pues, al séptimo dia de re-acceso, los animales tratados con Alda-1
consumieron 92,2% menos que el grupo tratado con vehiculo (Figura 12). Esta
disminucion del consumo de etanol se acompafo de un aumento en el consumo
de agua del grupo tratado con Alda-1 en comparacion al grupo vehiculo
manteniéndose constante la ingesta total de fluidos en ambos grupos (Figura 14),
indicando que la administracién oral de Alda-1 no genera efectos inespecificos
aparentes y sugiriendo una ventaja en el uso de este compuesto por sobre otros

tratamientos farmacoldgicos (Aubin y cols., 2013; Zindel y Kranzler, 2014).

La recaida en el consumo de etanol en modelos animales se evallia midiendo la

cantidad de etanol consumida inmediatamente después de un periodo de
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abstinencia. A este fendmeno se le denomina “efecto de privacion de alcohol” o
ADE, por su nombre en inglés (Alcohol Deprivation Effect), y tiene similitudes con
el comportamiento observado en humanos en cuanto al aumento transiente de la
cantidad de etanol consumido y la pérdida de control en torno al primer trago
consumido luego de un periodo de abstinencia (Martin-Fardon y Weiss, 2013). El
consumo de etanol observado en esta Tesis durante las primeras 24 horas post-
privacién del grupo vehiculo no fue significativamente mayor al consumo basal
previo al periodo de privacion (10% mas que consumo basal, Figura 14), por lo
gue el ADE observado en estos animales fue discreto. Esta diferencia no
significativa en el consumo de etanol post-privacion pudo haberse dado por el alto
consumo basal de etanol de los animales previo al periodo de privacion (~11
g/Kg/dia); se ha reportado que el ADE luego de un periodo de privacién es mas
intenso (~50% de aumento) en animales con un bajo consumo basal de etanol
(<3,0 g/Kg/dia) (Sinclair y Tiihonen, 1990; Agabio y cols., 2000; Vangeliene y cols.,
2014).

Actualmente existen varios modelos experimentales murinos que permiten el
estudio del consumo problematico del etanol. Entre ellos se encuentran ratas
seleccionadas genéticamente por su preferencia por el etanol. La importancia de
la eleccion de este tipo de modelo experimental radica en que la predisposicion
genética al consumo de etanol puede representar mas del 50% del riesgo de
desarrollar dependencia al consumo de esta sustancia, aspecto que se conjuga
con factores ambientales como la exposicibn prolongada al etanol y la
vulnerabilidad ambiental del sujeto (Kendler y cols., 1997; Prescott y Kendler
1999; Ciccocioppo, 2003). En esta categoria de modelo experimental se
encuentran las ratas P (Alcohol-preferring), ratas HAD (high alcohol-drinking) ratas
AA (Alko alcohol-preferring), ratas sP (sardinian alcohol-preferring), ratas msP
(marchigian sardinian alcohol-preferring) y las ratas UChB (Universidad de Chile
Bebedoras), utilizadas en esta Tesis; todos ellos tienen su contraparte no

bebedora, con excepcion de las ratas msP. Cabe destacar que las ratas UChB fue
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el primer modelo experimental en ratas desarrollado para el estudio del
alcoholismo, alrededor del afio 1950 (Mardones y cols., 1953; Mardones y

Segovia-Riquelme, 1984; Quintanilla y cols., 2006).

Estudios en donde se utilizaron ratas UChB como modelo experimental han
evaluado el efecto de otros compuestos farmacoldgicos sobre recaida en el
consumo de etanol. Estos han reportado que la administracion de N-acetilcisteina
y &cido acetilsalicilico, por separado y en conjunto, disminuyen en 60% y 80% la
recaida en el consumo de etanol, respectivamente. Esta disminucion del consumo
estuvo asociada a una disminucion de la reactividad glial y la razon GSSG/GSH
hipocampal (Israel y cols., 2019; Quintanilla y cols., 2020). Por otra parte, estudios
realizados en este mismo modelo animal han demostrado que el fenofibrato,
farmaco utilizado para controlar los niveles de triglicéridos en sangre y potenciador
de la actividad enzimética de la catalasa y ADH, disminuye el consumo crénico y
recaida en el consumo de etanol mediante una combinacion de efectos aversivos
periféricos y centrales (Karahanian y cols., 2014; Rivera-Meza y cols., 2017,
Mufioz y cols., 2020).

Respecto al mecanismo de accién de Alda-1, es el primer activador farmacolégico
conocido de la enzima ALDH2 que se une de directamente a ella (Perez-Miller y
cols., 2010; Beretta y cols., 2010; Belmont-Diaz y cols., 2016; Mittal y cols., 2020),
aumentando 3 veces la actividad de ésta en el cerebro (Rivera-Meza y cols.,
2019). Esta enzima participa en la segunda etapa del metabolismo del etanol,
oxidando el acetaldehido a acetato (Zimatkin y cols., 2006). Se ha postulado que
el acetaldehido derivado del metabolismo cerebral del etanol tiene efectos
placenteros y reforzantes en el consumo de esta sustancia, pues induce la
liberacion de dopamina desde el VTA hacia el NAc (McBride y cols., 2002; Deehan
y cols., 2013a, Deehan y cols., 2013b).

En modelos murinos de autoadministracion se ha demostrado que las

concentraciones de acetaldehido y etanol necesarias para la autoadministracion
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son de 10 uM y 10 mM respectivamente, es decir 3 drdenes de magnitud de
diferencia entre ambos compuestos, demostrando asi el que el acetaldehido tiene
mayor poder gratificante que el etanol (Rodd y cols., 2005; Israel y cols., 2017).
Se ha reportado que la administracion de D-penicilamina, un agente secuestrante
de acetaldehido, disminuye la autoadministracion de etanol y la recaida en el
consumo de etanol en rata, sin embargo, es un compuesto altamente téxico
(Orrico y cols., 2013; Peana y cols., 2015). Ademéas, se ha demostrado que la
reduccién de la produccién de acetaldehido por el silenciamiento de la catalasa,
mediante la administracion de un vector lentiviral en el VTA que codifica para un
shRNA, disminuye la recaida en el consumo de etanol en 60% en ratas UChB
(Tampier y cols., 2013). EI mecanismo por el cual el acetaldehido por si solo
genera los efectos mencionados anteriormente es un area de investigacion
interesante para esclarecer los mecanismos de adiccidén al consumo de etanol.
Por lo tanto, el mecanismo de accion por el cual Alda-1 estaria disminuyendo el
consumo de etanol, podria estar relacionado con la disminucién de la

concentracion de acetaldehido en el cerebro.

El acetaldehido es una molécula altamente reactiva y se ha descrito que reacciona
con una gran cantidad de catecolaminas enddgenas (Davis y Walsh, 1970; Cohen,
1976). Entre las moléculas con las que puede reaccionar el acetaldehido se
encuentran monoaminas como la dopamina, formando alcaloides del tipo
tetrahidroisoquinolinas (THIQs) (Cohen, 1976; Deehan y cols., 2013b). Se ha
reportado que el salsolinol, una THIQ formada por la condensacion de
acetaldehido y dopamina (ver Figura 3), induce la liberaciéon de dopamina desde
el VTA al NAc y estimula el consumo voluntario de etanol en ratas (Rodd y cols.,
2003; Deehan y cols., 2013b; Quintanilla y cols., 2014, 2015). Uno de los
mecanismos que se han propuesto por el cual el salsolinol genera su efecto
reforzante del consumo de etanol involucra la estimulacion de receptores p-

opioide, activando la via de sefializacion mediada por proteina Gi-adenilato
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ciclasa, resultando en la disminucion del tono GABAérgico sobre neuronas
dopaminérgicas (Berrios-Carcamo y cols., 2017; Berrios-Carcamo y cols., 2019).

En vista de estos antecedentes, se propone que la activacién de la ALDH2 por
accion de ALDA-1 disminuye: (i) la concentracién de acetaldehido cerebral
derivado del consumo de etanol, (ii) la formacién de salsolinol y (iii) los efectos
placenteros asociados al consumo de etanol inducidos por este metabolito,
resultando en una disminucion del consumo de etanol. A su vez, la disminucion
de la liberacibn de dopamina disminuiria la generacion de ROS, MDA y la
consecuente alteracion de la funcién de GLT-1 ejercida por estas especies,

restableciendo la homeostasis del glutamato (ver Figura 40).

En cuanto al consumo de nicotina, estudios preliminares en nuestro laboratorio

han demostrado que la administracion intraperitoneal de Alda-1 disminuye el

consumo crénico de nicotina en ratas UChB de forma dosis-dependiente (datos
no publicados). Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la

administracion oral de Alda-1 disminuydé en 35,7% el consumo crénico _de

nicotina (Figura 16) en ratas UChB sin alterar el consumo de agua de los
animales (Figura 17A). De la misma forma, la administracion oral de Alda-1

disminuyo la recaida en el consumo_de nicotina en 70% en comparacion al

grupo vehiculo. Este efecto se mantuvo durante el periodo de re-acceso,
mostrando una disminucion maxima de 81,8% al séptimo dia en comparacion al
vehiculo (Figura 18). Esta disminucién del consumo se acompafio de un aumento
del consumo de agua sin alterar la ingesta total de liquidos de los animales (Figura
19).

Estudios recientes en ratas UChB reportan que la administracién oral de N-
acetilcisteina y acido acetilsalicilico, por separado y en conjunto, disminuyen el
consumo crénico y recaida en el consumo de nicotina, efecto que fue asociado a

una disminucién de la neuroinflamacién y a los marcadores de estrés oxidativo
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evaluados (Quintanilla y cols., 2021). Estudios recientes observaron que la 5-
bromaocitisina, un compuesto derivado de la citisina, disminuye el consumo crénico
de nicotina sin la tolerancia que muestra la citisina luego de 10 dias de
administracion en ratas UChB (Quintanilla y cols., 2023). Los autores proponen
gue esta disminucién del consumo podria deberse a una modulacion de la
liberacion de dopamina en los individuos consumidores en estado de abstinencia,
debido a que la citisina es un agonista parcial de los receptores 0432 y agonista
de los a7 y tendria efectos similares a la nicotina (Coe y cols., 2005; Gotti y
Clementi, 2021; Quintanilla y cols., 2023).

Estudios en otros modelos experimentales han evaluado una gran cantidad de
compuestos farmacolégicos con distintos mecanismos de accion para el consumo
problematico de nicotina. Los farmacos con mejor proyeccion incluyen la citisina
(farmaco ya utilizado en ciertos paises de Europa para eliminar el habito de
consumir nicotina), inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa y N-acetilcisteina
(Goémez-Coronado y cols., 2017). Estudios han reportado que la administracion de
galantamina, un inhibidor de la acetilcolinesterasa, atenta la auto-administracion
de nicotina y el restablecimiento del comportamiento de busqueda de esta droga
en ratas debido a su posible actividad como modulador alostérico de nAChRs que
presentan las subunidades a7 y a432, mecanismo similar al de la citisina (Hopkins
y cols., 2012; Ashare y cols., 2013; Jamali, 2021). Por otra parte, numerosos
estudios han demostrado que la administracion de N-acetilcisteina disminuye el
restablecimiento de la busqueda de nicotina por extincion o inducida por claves
externas en ratas, comportamiento asociado al restablecimiento de la expresion
de proteinas asociadas a la homeostasis glutamatérgica en el NAc (Ramirez-Nifio
y cols., 2013; Moro y cols., 2019). Otros estudios proponen que el uso de N-
acetilcisteina podria ser viable al ser utilizada en conjunto con farmacos de terapia
de primera linea como la vareniclina para ayudar a lograr y mantener la
abstinencia: por un lado, la vareniclina podria normalizar el circuito amigdala-

estriado responsable de los afectos negativos de la abstinencia, mientras que la
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N-acetilcisteina normalizaria el circuito fronto-estriado asociado a la reactividad de
las sefales asociadas al consumo de drogas (Nall y cols., 2022).

La administracion de nicotina en solucién en una estrategia para inducir la
dependencia a esta sustancia en ratas. Una de las caracteristicas del tabaquismo
son las concentraciones fluctuantes de nicotina en sangre que surgen al consumir
cigarros fumables en intervalos regulares o irregulares durante el dia. Estos
niveles oscilantes de nicotina en sangre pueden ser simulados por un régimen de
consumo oral de nicotina en solucion (Chellian y cols., 2021). Nesil y cols. reportan
un consumo promedio de 3-6 mg/Kg de nicotina, en forma de tartrato de nicotina,
en ratas que consumen este compuesto de forma oral y voluntaria. Estudios
previos en ratas UChB reportan el consumo de nicotina en dosis promedio de 5,6
mg/Kg administrada de forma oral en solucién acuosa, mencionando el uso de
tartrato de nicotina (Quintanilla y cols., 2019); otros estudios reportan el consumo
de nicotina en dosis promedio entre 4,7-8,5 mg/Kg en forma de base libre
(Quintanilla y cols., 2018, 2021). La dosis de nicotina en forma de base libre que
consumieron en forma oral los animales en esta Tesis fue de 2,3 mg/Kg/dia
(Figura 16 y 18), lo que se consideraria una sub-dosificacion en comparacion a
las dosis reportadas en estudios previos en ratas UChB. A priori, los resultados
obtenidos en esta Tesis sobre consumo de nicotina serviran para determinar los
efectos del consumo de dosis intermedias de esta sustancia en ratas, y podran
ser comparados con otros estudios para determinar si la nicotina tiene efectos

diferenciales segun la dosis administrada.

Una de las limitaciones que pueden desprenderse de este modelo experimental
es, precisamente, la via de administracion de la nicotina, debido a sus variadas
limitaciones farmacocinéticas: baja absorcion oral, efecto de primer paso hepatico
importante, rapida metabolizacion a cotinina (70% de la nicotina es metabolizada
a cotinina antes de alcanzar la circulacién sistémica), entre otros factores.

(Chelliany cols., 2021). Estudios han reportado el uso de camaras acondicionadas
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para la exposicion de animales al humo del cigarro (Bocalini y cols., 2020;
Shabestari y cols., 2023) obteniendo concentraciones plasmaticas de cotinina
similares a las observadas en individuos fumadores (~300 ng/mL) (Ypsilantis y
cols., 2012). Seria conveniente que en futuros estudios relacionados al consumo
de nicotina y realizados en animales se considere el uso de este tipo de
equipamiento, para evaluar los efectos del consumo de nicotina mediante la via

de administracibn mas comparable a la usada en humanos.

De la misma forma que para el etanol, el consumo de nicotina también induce la
liberacion de dopamina desde el VTA hacia el NAc por accion directa sobre
receptores nicotinicos colinérgicos situados en el mesencéfalo (Imperato y cols.,
1986; Corrigall y cols., 1992; De Biasi y Dani, 2011; Dani, 2015; Mansvelder y
McGehee, 2002). La dopamina puede ser desaminada por accion de la enzima
MAO, produciendo el intermediario 3,4-dihidroxifenilacetaldehido conocido como
DOPAL. Luego, el DOPAL es metabolizado por la enzima ALDH2 para formar
acido 3,4-dihidroxifenilacético o DOPAC, metabolito m4s estable que su antecesor
aldehido. Es sabido que los aldehidos son compuestos altamente reactivos por
sus caracteristicas estéricas y electrénicas, y se ha descrito que el DOPAL
reacciona con dopamina para formar una THIQ conocida como

tetrahidropapaverolina (THP) (Eisenhofer y cols., 2004) (ver Figura 39).

HO:
mao M CHO
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Tetrahidropapaverolina
(THP)

Figura 39. Sintesis de THP.
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Al igual que el salsolinol, se ha propuesto que la THP actla sobre receptores
opioides (Fertel y cols, 1980) sugiriendo podria activar el sistema opioidérgico
enddgeno del organismo (Weitz y cols., 1987; Sango y cols., 2000; Stefano y cols.,
2012). Por otra parte, se ha descrito que la autoadministracion de salsolinol
mediante microinyecciones directas en el NAc de ratas genera conducta
reforzante en los animales, efecto que estaria mediado, en parte, por receptores
dopaminérgicos (Rodd y cols., 2006), por lo que el THP también podria actuar a
nivel de NAc sobre receptores dopaminérgicos tipo D1. Diversos estudios
demuestran la participacion de la THP en la patogénesis del alcoholismo (Cashaw,
1993; Sango y cols., 2000), lo que también podria aplicarse al consumo
problematico de nicotina debido a la base dopaminérgica de la adiccion a ambas

sustancias.

De la misma forma que para el etanol, la disminucién del consumo crénico y
recaida en el consumo de nicotina ejercido por la administracion oral de Alda-1 no
estuvo asociada a una disminucion de los marcadores de neuroinflamacion, y
mostré disminuir solo un parametro de los evaluados relacionados al estrés
oxidativo evaluados en esta Tesis. Por este motivo y por lo anteriormente expuesto
se propone que la activacién de la ALDH2 por accion de Alda-1 disminuye la
concentracion de DOPAL, disminuyendo la produccién de THP vy los efectos
placenteros asociados esta molécula, dando como resultado la disminucién del
consumo de nicotina (ver Figura 40). Asi mismo, este fendmeno podria estar

dandose en los animales que consumieron etanol.
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Figura 40. Mecanismo de accién propuesto para Alda-1. (A) El metabolismo del (1) etanol

genera acetaldehido, compuesto que reacciona con dopamina produciendo salsolinol (Cohen,
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1976; Deehan y cols., 2013b). Este podria difundir a zonas cercanas y alcanzar receptores p-
opioides presentes en interneuronas del VTA (Berrios-Carcamo y cols., 2017; Berrios-Carcamo y
cols., 2019), (2) disminuyendo la transmision GABAérgica hacia neuronas dopaminérgicas del
VTA. La inhibicion del inhibidor de la neurona dopaminérgica produciria un aumento de la
transmisién de dopaminérgica hacia el NAc, generando los efectos placenteros del consumo de
etanol e induciendo la recaida en el consumo de etanol (5) (Rodd y cols., 2003; Deehan y cols.,
2013b; Quintanillay cols., 2014, 2015). Ademas, el metabolismo de la dopamina generaria ROS y
MDA, alterando la funcion de GLT-1y disminuyendo la recaptacion de glutamato desde la sinapsis,
aumentando su concentracion y generando excitotoxicidad (Trotti y cols., 1998; Dringen y cols.,
2000; Townsend y cols., 2003; Prow e Irani, 2008; Das y Vasudevan, 2007; Cuhnay cols., 2013;
Ayala y cols., 2014; Amirshahrokhi y Niapour, 2022). Por su parte, la nicotina induce la liberacién
de dopamina hacia el NAc, la que es metabolizada a DOPAL. Este compuesto podria reaccionar
con la dopamina para formar THP (Eisenhofer y cols., 2004) y activar receptores receptores H-
opioides presentes en interneuronas del VTA (Fertel y cols, 1980; Weitz y cols., 1987; Sango y
cols., 2000; Stefano y cols., 2012), activando la cascada de transmision sinaptica y efectos
patoldgicos representados en los puntos 2, 3 y 4. Ademas, la THP podria activar receptores D1
dopaminérgicos en la misma neurona GABAérgica del NAc (Rodd y cols., 2006) induciendo la
recaida en el consumo de nicotina. Los efectos propuestos para THP también podrian estar
produciéndose para el consumo de etanol. (B) Al activar la enzima ALDH2, Alda-1 podria disminuir
la concentracion cerebral de acetaldehido, DOPAL y MDA, disminuyendo la formacién de
salsolinol, THP y la alteracién de la funcién de GLT-1, respectivamente, revirtiendo los efectos

descritos en A. Creado con Biorender.com

Numerosos estudios han demostrado que el consumo cronico y recaida en el
consumo de etanol o nicotina genera procesos inflamatorios en el cerebro (Israel
y cols., 2017; Kohno y cols., 2019). Los mecanismos propuestos para el desarrollo
de esta neuroinflamacion incluyen la oxidacion enziméatica de la dopamina liberada
por el consumo de estas drogas, la inhibicion de la actividad del sistema xCT
relacionado a la homeostasis del glutamato en el cerebro, la disfuncidon
mitocondrial derivada del consumo de estas drogas, la activacion directa o
indirecta de receptores Toll-like en el cerebro y la influencia de la inflamacion
sistémica derivada del consumo de drogas sobre el cerebro (Israel y cols., 2017;

Berrios-Carcamo y cols., 2020). Se ha propuesto que estado pro-inflamatorio a
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largo plazo es un factor importante para la vulnerabilidad en la recaida en el
consumo de etanol o nicotina (Umhau y cols., 2014; Crews y Vetreno, 2016; Alrouiji
y cols., 2018; Saravia y cols., 2018). Estudios en ratas UChB reportan que el
consumo crénico y recaida en el consumo de etanol o nicotina genera
neuroinflamacion reflejada en un aumento de la reactividad de microglias y
astrocitos en el HPC (Ezquer y cols., 2018; Quintanilla y cols., 2018, 2019, 2021).

En esta Tesis se observaron cambios discretos en la reactividad glial en el HPC y
en NAc de los animales expuestos de forma cronica, privadas y re-expuestas al
consumo de etanol o nicotina: se observaron cambios significativos en el grosor
de los procesos astrociticos en el HPC y NAc ambos grupos en ciertas condiciones
experimentales (Figura 22, 26 y 30), y en la densidad de astrocitos y microglias
en el NAc de ratas que consumieron etanol en condiciones experimentales
especificas (Figura 27). Esta diferencia con respecto a la bibliografia podria
explicarse por el periodo de privacion del consumo de 14 dias al que se sometio
a los animales luego de la exposicidn crénica a ambas sustancias, pues estudios
en ratas UChB reportan un marcado aumento de la longitud de procesos y grosor
de procesos astrociticos primarios durante exposiciones agudas 0 consumo activo
de las sustancias (Kimy cols., 2018). Sin embargo, la ausencia de cambios en la
morfologia de astrocitos observada en esta Tesis debe tomarse con precaucion,
pues se ha reportado la existencia de astrocitos en el HPC que no son detectados
mediante el marcador GFAP utilizado en esta Tesis (Walz y Lang, 1998). Ademas,
se ha descrito un alto potencial heterogéneo en los astrocitos activados a distintos
niveles (expresion génica, morfologia, sefializacion y funcion celular, etc), ademas
de que los cambios estructurales en estas células son regulados por sefales intra-
e intercelulares con distintos efectos y consecuencias (Guillamén-Vivancos y
cols., 2013; Anderson y cols., 2014). Por estos motivos se deben considerar
aspectos adicionales a la morfologia del astrocito como reflejo de
neuroinflamacion; la expresion de factores de transcripcion STAT3 y NF1A

asociados a la regulacion de la expresion de GFAP (Bennett y Viaene, 2021)
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podria ser de utilidad para determinar la reactividad de este tipo celular en el
cerebro. Por otra parte, debido a que la activacion de las células microgliales
puede generar fenotipos de un amplio espectro, que van desde el M1 citotoxico
“pro-inflamatorio” al M2 regenerativo “anti-inflamatorio” (Jurga y cols., 2020), es
recomendable incluir en futuros estudios marcadores apropiados para definir el
perfil fenotipico de las microglias activadas, como CD68 y/o MHC I, en
condiciones de consumo de etanol o nicotina (Jurga y cols., 2020; Bennett y
Viaene, 2021).

A modo de indicador de la muerte neuronal que el consumo crénico y recaida en
el consumo de etanol o nicotina puedan generar, se evalud la abundancia relativa
de NeuN en el HPC, debido a que, como se menciond anteriormente, las neuronal
son altamente susceptibles al dafio por consumo de drogas, alterando funciones
cognitivas (Shingo y Kito, 2005; Vetreno y cols., 2011; West y cols., 2021). Los
resultados obtenidos no mostraron cambios significativos en la abundancia
relativa de NeuN en el HPC para ninguna de las condiciones experimentales de
esta Tesis (Figura 33 y 34). Debido a que se utilizé un marcador proteico para la
determinacién de este parametro, se podria sugerir el uso de técnicas que evallen
directamente muerte neuronal como inmunofluorescencia contra caspasa-3

clivada, p53, endonucleasa G y/o anexina V, o ensayo TUNEL (Kari y cols., 2022)

Diversos estudios han reportado un aumento del estrés oxidativo cerebral en
condiciones de consumo crénico y recaida en el consumo de etanol o nicotina
(Das y Vasudevan, 2007; Haorah y cols., 2008; Barr y cols., 2007; Xu y cols.,
2019). En esta Tesis se evaluaron los niveles de estrés oxidativo mediante la
razon GSSG/GSH en el HPC; no se observaron diferencias significativas en la
razon GSSG/GSH hipocampal en las ratas expuestas de forma crénica al etanol,
privadas, y re-expuestas a esta sustancia (Figura 35). Sin embargo, se observo
una disminucion significativa de este pardmetro en todos los grupos que

consumieron nicotina de forma cronica, privados y re-expuestos a la sustancia,
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independientemente de su tratamiento farmacolégico (Figura 37). Este resultado
podria ser atribuido a la sub-dosificacion de nicotina consumida los animales; otra
posible explicacion es que la nicotina funcione como un agente anti-inflamatorio;
numerosos estudios postulan que la nicotina funcionaria como agente neurotrofico
y protector intracelular, uniéndose a receptores nicotinicos, o extracelular,
funcionando como scavenger de ciertos agentes deletéreos como el ion ferroso
(Kenny y cols., 2000; Newman y cols., 2002). Debido a que la razén GSSG/GSH
es un marcador indirecto de los niveles de estrés oxidativo (Rahman y cols., 2007)
se sugiere utilizar otras técnicas experimentales que den cuenta del desbalance
oxidativo en condiciones de recaida en el consumo de etanol o nicotina como el

uso de sondas fluorescentes o quimioluminiscentes (Feitosa y cols., 2018).

Otro parametro evaluado relacionado a los niveles de estrés oxidativo es el MDA,
pues su acumulacion es un indicativo de un aumento de la peroxidacion lipidica y
produccion de ROS (Ayala y cols., 2014; Tsikas, 2017; Amirshahrokhi y Niapour,
2022). No se observaron cambios significativos en los niveles de MDA en tejido
cerebral en ningun grupo experimental evaluado (Figura 36 y 38); solo una
tendencia al aumento en el grupo con re-acceso al consumo de etanol luego del
periodo de privacion de 14 dias, aumento que no fue reestablecido a los valores
del control por la administracion de Alda-1 (Figura 36). Este resultado podria
explicarse por el tiempo de tratamiento de Alda-1 al que se sometié a los animales,
pues estudios en donde se administré Alda-1 por un mayor periodo de tiempo
(mas de 80 dias) reportan que previene el aumento de MDA en tejido cerebral de

ratas expuestas de forma crénica a etanol (Joshi y cols., 2019).
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9. CONCLUSIONES

e Laadministracion oral de Alda-1 disminuye significativamente la recaida en
el consumo de etanol, y el consumo crénico y la recaida en el consumo de
nicotina en ratas UChB sin efectos inespecificos en el consumo de fluidos

y alimento.

e Esta disminucién del consumo de etanol o nicotina estuvo asociada a
cambios discretos en los marcadores de neuroinflamacion y estrés

oxidativo cerebral.

e Alda-1 podria estar reduciendo la recaida en el consumo de etanol al
disminuir la concentracion cerebral de acetaldehido, atenuando los efectos
gratificantes del consumo de etanol mediados por este metabolito. Esto,
por otra parte, reduciria la formacion de salsolinol, compuesto asociado a

los efectos placenteros del consumo de etanol.

e Alda-1 podria estar reduciendo el consumo cronico y recaida en el
consumo de nicotina al disminuir la concentracion de DOPAL vy, en
consecuencia, la formaciéon de THP, compuesto que podria estar
contribuyendo a los efectos placenteros del consumo nicotina. Este

fendmeno también podria estar dandose para consumo de etanol.

e En conclusion, Alda-1 reduce notoriamente la recaida en el consumo de
etanol y el consumo cronico y recaida en el consumo de nicotina en ratas
UChB por un mecanismo distinto al sugerido en la premisa de esta Tesis,

por lo que la hipétesis es rechazada.

e Se sugiere la realizacion de nuevos estudios para evaluar el posible
mecanismo de accion de Alda-1, que involucraria el clearance de
metabolitos aldehidicos asociados a los efectos placenteros y gratificantes

del consumo de etanol o nicotina.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Determinacién de los niveles de NeuN en muestras de proteinas

purificadas desde tejido cerebral de rata.

Se presenta el siguiente anexo para constatar la estandarizacion de la
determinacién de los niveles proteicos de NeuN en HPC mediante Western Blot.
Este trabajo fue realizado por la estudiante de Bioquimica Isidora Schneider en
una Pasantia de Investigacion dirigida por la asistente de investigacion Msc. Maria

Elena Quilagueo y evaluada por el Dr. Mario Rivera Meza.

INFORME PASANTIA DE INVESTIGACION
Objetivos

- Estudiar por medio de la técnica Westernblot la presencia de la proteina NeuN

en muestras de tejido de hipocampo cerebral previamente purificadas.

- Establecer un protocolo de Westernblot el cual este optimizado para analizar y

semi cuantificar la presencia de proteina NeuN en una muestra purificada.
Introduccion

Uno de los grandes problemas en el mundo moderno son las adicciones a
sustancias que si bien son licitas son conocidas por ser adictivas y nocivas para
la salud, una de estas sustancias es el alcohol el cual tiene una gran prevalencia
en Chile, un 48,9% de la poblacién es consumidora entre los 12 a 64 afios y el
consumo intenso o “binge” llega a un 43,6% de los consumidores de alcohol
(Senda, 2016), esto es particularmente preocupante dado a que se sabe que el
alcohol, especialmente en consumo crénico causa dafio cerebral al aumentar el

estrés oxidativo e inflamacién de las neuronas (Meda et all,. 2018).
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Ante este problema se han estudiado multiples terapias que puedan asistir a los
bebedores cronicos, uno de estos tratamientos en estudio utiliza el compuesto
organico Alda-1 el cual en ciertos estudios ha sido capaz de reducir la toxicidad
neuronal en el periodo de abstinencia y reducir el consumo de alcohol en ratas

consumidoras crénicas (Chen et al., 2008)

En el estudio de tejido cerebral usualmente se utiliza la proteina nuclear NeuN
como blanco de anticuerpos monoclonales en técnicas de inmunohistoquimica, es
utilizado como marcador de presencia neuronal y de neuronas post mitosis. Esta
proteina esté presente en el nucleo de casi todas las células neuronales (watson
et all,. 2010), por lo tanto, en el estudio de los efectos de sustancias nocivas que
causan degradacion sobre las neuronas, la disminucion de la presencia de NeuN
de una muestra obtenida de un tejido afectado en comparacion a un control que
no haya sido expuesto a la dicha sustancia, puede ser determinante en indicar

dano o muerte neuronal.

Existen una gran cantidad de técnicas para cuantificar la presencia de una
proteina en una muestra, en este trabajo se utilizara la técnica de Westernblot la
cual ha sido utilizada extensivamente para la deteccién y en menor medida una
semi cuantificacion de una proteina especifica en mezcla de diferentes proteinas

contenidas en una muestra.
Materiales y métodos

En este estudio las muestras obtenidas fueron de hipocampo de ratas las cuales
tratadas con el farmaco Alda-1 y sus respectivos controles (vehiculo vacio y sin

tratamiento).

Los materiales utilizados para esta pasantia fueron muestras de hipocampo de
rata previamente purificadas, anticuerpo monoclonal primario anti-NeuN (#
MAB377) y anticuerpo secundario anti-mouse. Se sabe gracias a la informacién

entregada por el fabricante del anticuerpo primario que en el momento de revelar
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el gel se apreciaran aparte de las dobles bandas esperadas de NeuN en 48 [KDa]
y 46 [KDa] una tercera en 60 [KDa] la cual no estéa relacionada con NeuN.

Los materiales para proceder con el Westernblot son los utilizados regularmente
en la técnica, el gel separador que se utilizé fue en concentracién de 10% y el gel

concentrador a 5%.

En cuanto a el bloqueo con leche, este en todos los casos se llevd a cabo por 1
[hr]. La incubacion con anticuerpo primario se extendié por toda la noche en
refrigeracion, mientras que la incubacién con anticuerpo secundario transcurre por

1 [hr] a temperatura ambiente.

Mientras que protocolos de Westernblot para otras proteinas existe, fue necesario
ajustar los parametros para lograr una buena corrida y resolucion de la proteina
NeuN, los pardmetros que fueron ajustados fueron la cantidad de proteina
cargada y las diluciones utilizadas de anticuerpos tanto primarios como

secundarios.

De este primer protocolo [fig. 1] se descubridé que cargas superiores a 20 [ug] de
proteina es demasiada cantidad y causara que las bandas obtenidas al revelar
sean demasiado gruesas y difusas por lo tanto se procedié con cantidades
menores en siguientes ajustes. En este primer protocolo también se determiné
gue la mejor concentracion de anticuerpo primario la cual entrega una buena
resolucion de las bandas es de 1:1000 y se mantuvo para siguientes ajustes. Por
ultimo, tanto en el segundo protocolo [fig. 2Jcomo en el tercer protocolo [fig. 3] se
utilizaron diferentes concentraciones de anticuerpo secundario, determinandose
gue a concentraciones de 1:60000 se logra una buena resolucion sin aparicion de

interferencias.
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10 [pg] 20 [pg] 40 [peg] 10 [pg] 20 [ug] 40 [pg] 10 [ug] 20 [ug] 40 [ug]
. 50 Kda

Anticuerpo 1° 1:500 1:1000 1:3000

Anticuerpo 2° 1:20000

Figura 1. Primer protocolo Westernblot. Protocolo utiliza muestra hipocampo (hip) 38 creando
3 grupos, cada grupo posee de tres cargas diferentes de 10 [ug], 20 [ug] y 40 [ug] proteina. Cada
grupo posee una dilucion anticuerpo primario diferente, uno posee una dilucién de 1:500, 1:1000

y 1:3000 respectivamente y diluciéon anticuerpo secundario de 1:20000.

10 [ug) 20 [ug]  10[ug] 20[ug]  10[ug] 20[uel 10 [ug] 20 [ug]

_ R — 60 Kda
48 Kda

LBt |
ih! |

I

Anticuerpo 1°
1:1000

Anticuerpo 2° 1:10000 1:20000 1:50000 1:100000

Figura 2. Segundo protocolo Westernblot. Protocolo utiliza muestra hipocampo (hip) 38
creando 4 grupos, cada grupo posee dos cargas de proteinas, una de 10 [ug] y 20 [ug]. Cada
grupo posee una dilucién anticuerpo primario de 1:1000 y dilucién de anticuerpo secundario de

1:10000, 1:20000, 1:50000 y 1:100000 respectivamente.
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10 [ug] 20 [ug] 10 [pg] 20 [ug] 10 [ug] 20 [ug]
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g -
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Anticuerpo 2° 1:20000 1:40000 1:60000

Figura 3. Tercer protocolo Westernblot. Protocolo utiliza la muestra hipocampo (hip) 66
creando 3 grupos, cada grupo cargo 2 pocillos, uno de 10 [ug] y un segundo de 20 [ug] de proteina
respectivamente. Cada grupo posee una dilucion de anticuerpo primario idéntica de 1:1000 y una

dilucion de anticuerpo secundario diferente, uno expuesto a una dilucion de 1:20000, otro expuesto
a 1:40000 y por ultimo uno expuesto a 1:60000.
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Figura 4. Cuarto protocolo Westernblot. Se utilizan todas las muestras Hip separadas en 1 gel
de 10 pocillos y 1 gel de 15 pocillos, de estas muestras se cargan 10 [ug] de cada una. Para este
protocolo se utilizé una dilucion del anticuerpo primario 1:1000 y de anticuerpo secundario de
1:60000.

El protocolo final establecido el cual ha sido optimizado para la proteina NeuN [fig.
4] permitiendo una resolucion de banda clara y con minimas interferencias incluye
una carga de 10 [ug] de proteina, una dilucién de anticuerpo primario de1:1000 y

1:60000 de anticuerpo secundario.

Datos
Hipocampo
Control Vehiculo Alda-1
35 36 39 64 65 66 41
- - ‘H"""Eﬁi —r““a
NeuN — e S 46 Kda
Beta actina - By - i R —
Hipocampo
Alda-1 Vehiculo Control
42 45 46 56 59 60 61 62 63 48 49 51 57
TR N G GENS G U U) WD GRS U My emm g 6O kda
» - r‘ Lo - P el = 49 N H
NeuN —  — — q— - e — —— O osms—— 48 Kda
Beta actina

Figura 5. Westernblot a las muestras de hipocampo de rata, grupos control, Alda-1 y

vehiculo vacio, ambos geles con sus respectivos controles de beta actina.
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Tabla 1. Datos obtenidos a través el programa ImageJ y la respectiva normalizacion

proteina / Beta actina. Grupos separados por colores, en verde Alda-1, en azul vehiculo,

en amarillo control. Datos obtenidos de Westernblots anteriormente mostrados en fig.5,

de tiempo de exposicion 6 [min].

beta Imagej ratio proteina/ beta
Muestras Imagej area actina area actina
41 13023,317 7| 5855,882 2,223971897
37 7616,368 8| 8040,953 0,947197179
38 9679,782 9 4843,64 1,998451991
42 3.376,518 1| 3.494,347 0,966280109
45 6.920,933 2| 7.318,175 0,945718434
46 7.289,882 3| 4.195,054 1,737732577
56 6.023,054 4| 5.373,811 1,120816121
59 9.955,004 5| 5.707,640 1,744154151
60 4.861,882 6| 3.330,933 1,459615669
61 5.991,882 7| 6.688,246 0,895882418
62 6.186,347 8| 4.303,154 1,437630863
63 4,271,640 9| 3.891,711 1,097625183
64 10439,61 4| 6336,468 1,647544026
65 5620,296 5 4557,64 1,233159267
66 11842,024 6| 5343,347 2,216218411
35 16.057,61 1| 4297,104 3,736844628
36 4838,225 2| 5090,397 0,950461231
39 15638,489 3| 5236,246 2,986584091
48 8.638,589 10| 6.380,832 1,353834265
49 7.445,468 11| 5.440,397 1,368552332
51 3.844,811 12| 3.063,447 1,255060394
57 9.920,004 13| 5.976,761 1,659762537
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Figura 6. Gréaficos obtenidos de la normalizacién de los datos obtenidos de los 3 grupos de

estudio, se representan datos de proporcion proteina/beta actina y desviacion estandar.

Las 22 muestras de hipocampo (hip) fueron separadas en 3 grupos
experimentales donde uno de estos grupos es el grupo estudio al cual se le
administro Alda-1, mientras que los otros dos son controles, uno solo se administro
el vehiculo sin el farmaco y el tercer grupo no se le administro nada. Estas
muestras fueron analizadas por westernblot donde se puede apreciar que las
bandas de menor intensidad son aquellas del grupo Alda-1 [fig. 5] por ello se
procedié con un una semi cuantificacion por medio del programa ImageJ a las
bandas de Neun obteniéndose los datos entregados en la tablas 1 con sus
respectivas normalizaciones, estos datos se llevaron a un grafico obteniéndose
como resultado que la menor expresion de la proteina NeuN en ambos
Westernblot es el grupo de estudio Alda-1 y la de mayor intensidad siendo el grupo

control que no consumio alcohol [fig. 6].
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Discusién y conclusiones

Alda-1 es un compuesto capaz de aumentar la actividad enzimatica de ALDH2 el
cual esta relacionado con el metabolismo del etanol y su eliminacion del cuerpo
(Chen etall, 2008). Si bien esto daria a entender que luego de un consumo crénico
de alcohol la administracién de Alda-1 ayudaria al metabolismo a deshacerse del
etanol de manera mas eficiente, asi evitando los efectos pro inflamatorios de este
en el cerebro, lo que se ve evidenciado en estos resultados es que el dafo
neuronal causado por el alcohol no fue reducido por la administracién de Alda-1,
de hecho, posee la menor expresiéon de la proteina NeuN de los 3 grupos lo cual
parece estar en contra de la evidencia dada por estudios anteriores donde Alda-1

ha demostrado tener capacidades neuro protectoras.

Se ha de tener en cuenta que existe una discrepancia en la resolucién de una beta
actina con respecto a los geles, dicha beta actina requirié una exposicion por una
gran cantidad de tiempo en su revelado (superior a los 6 minutos respectivos de
los geles) pero no se logr6 una resolucibn aceptable, esto trajo como
consecuencia que la normalizacion respectiva a esta beta actina no sea la
esperada y por lo tanto la conclusion antes dada puede estar sujeta a variacion
ante una repeticion. Propongo entonces el estudio de las muestras restantes las
cuales pertenecen a diferentes nucleos cerebrales dado que existe evidencia de
gue la proteina NeuN se disipa de neuronas dafiadas en el hipocampo
(Gusel'nikova, 2015) pudiendo ser el causante de este aparente resultado
negativo de la proteccién de Alda-1, podria ser que en otros nucleos la capacidad

protectora sea mas evidente.
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Anexo 2. Optimizacion de la extraccion y deteccion de cotinina mediante
HPLC-DAD en muestras de plasma de rata UChB.

Se presenta el siguiente anexo para constatar la prueba de concepto de la
extraccion y deteccion de cotinina mediante HPLC-DAD en muestras de plasma
de rata UChB enriquecidas con cotinina, con el fin de determinar la concentracion
plasmatica de nicotina relacionando la concentracion plasmatica de su metabolito,

cotinina, con la de nicotina (Pozuelos y cols., 2000).

Los protocolos utilizados se basaron en Massadeh y cols. (2009) con
modificaciones: para la separacion cromatografica y deteccion se utilizé un
meétodo isocratico con una fase movil compuesta por 2 mM KH2PO4 (0,272 g, PM:
136,085 g/mol), 0,8 mM SOS (0,196 g, PM: 232,26 g/mol), 180 mL de acetonitrilo
grado HPLC, 820 mL de agua nanopura y pH 3,2 ajustado con H3POs, filtrada al
vacio y desgasificada mediante ultrasonido. El flujo utilizado fue de 0,5 mL/miny
las longitudes de onda utilizadas fueron 254 nm y 260 nm. Se utilizd cotinina
(Cayman Chemical), ditartrato de nicotina (Santa Cruz Biotechnology) vy
acetanilida (sintetizada en el Laboratorio de Sintesis Organica a cargo del Dr.
Javier Romero) como estandares para la construccion de curvas de calibracion de
cada uno de estos compuestos. El equipamiento utilizado para la curva de
calibracion fue el sistema de HPLC (Jasco) compuesto de una bomba de gradiente
cuaternario PU-2089S Plus, un compartimento de columna CO-2060 PLUS, un
detector de arreglo de diodos (DAD) MD-2018 PLUS y una interfaz de hardware
LC-Net II/ADC. Para la deteccion de cotinina en extractos de plasma se utilizo el
sistema de HPLC YL9100 (YL Instruments, Anyang-si, Korea) que incluye un
desgasificador de vacio YL9101, una bomba isocratica YL9112, un compartimento
de columna YL9130 y un detector UV/Vis YL9120. En ambos casos se utilizé una
columna NUCLEODUR® 100-5 C18 ec (250 x 4,6 mm, tamafio de particula 5 um)

(Macherey-Nagel, Diuren, Alemania).
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Trescientos microlitros de plasma obtenido de muestras de sangre de ratas UChB
gue consumieron nicotina (Métodos 6.2.) fueron traspasados a tubos conicos de
centrifuga de 15 mL, se le agreg6 acetanilida en metanol 50% v/v a una
concentracion final de 250 ng/mL, cotinina y ditartrato de nicotina en agua a una
concentracion final de 50, 100, 500 y 1000 ng/mL de cada compuesto
(concentracion de ditartrato de nicotina en base a la concentracion de nicotina
libre). Se alcaliniz6 con 100 pL de NaOH 2,5 M y se mezcld en un voértex a 2800
RPM por 30 segundos. Luego, a la mezcla se le agregé 3 mL de
diclorometano:dietiléter 1:1 v/v, se mezcl6 en un vértex a 2800 RPM por 3 minutos
y se centrifug6 a 350 RPM por 3 minutos a temperatura ambiente. La fase organica
de la mezcla se traspaso a un tubo de vidrio con 20 uL de HCI 0,25 M, se evaporo
a sequedad con una corriente suave de nitrégeno a 35°C y se reconstituyd en 250

uL y 350 pL de fase movil.

Para determinar la concentracion plasmatica de nicotina consumida por los
animales se realizaron estudios para establecer un protocolo de deteccién de
nicotina y su metabolito cotinina mediante HPLC acoplado a detector DAD (HPLC-
DAD). Se utilizaron soluciones de ditartrato de nicotina y estandar HPLC de
cotinina para determinar las condiciones cromatograficas Optimas y construir
curvas de calibracién para cada compuesto. Ademas, se optimizé el uso de

acetanilida como estandar interno.

Las pruebas realizadas para establecer un método cromatogréafico para la
separacion y deteccidbn de nicotina y cotinina resultaron en condiciones
cromatograficas similares a las reportadas por Massadeh y cols. (2009) con
algunas modificaciones que resultaron en las siguientes condiciones: método
isocrético con fase mévil compuesta por KH2PO4 2 mM (0,272 g, PM: 136,085
g/mol), SOS 0,8 mM (0,196 g, PM: 232,26 g/mol), 180 mL de acetonitrilo grado
HPLC, 820 mL de agua nanopura y pH 3,2 ajustado con H3POa. El flujo utilizado
fue de 0,5 mL/min con un loop de 200 pL y la longitud de onda utilizada fue de 254
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nm. La duracion de la corrida fue de 40 minutos encontrandose el peak de la
cotinina, acetanilida y nicotina, con tiempos de retenciéon de 16,00 + 0,03 min,
24,38 £ 0,03 min y 30,20 £ 0,31 min, respectivamente (Figura 1).

Acetanilida

2
=
8
<

Cotinina
Cotinina

Figura 1. Cromatogramas de cotinina, acetanilida y nicotina detectados a 254 nm y
260 nm. Cromatogramas de estandares de cotinina, acetanilida y nicotina en concentraciones de
1000 ng/mL de cada compuesto preparados en fase mévil y detectados a 254 nm (izquierda) y
260 nm (derecha). La concentracién de nicotina se encuentra en base a la concentracion de
nicotina libre en la sal de ditartrato utilizada. El eje X indica el tiempo de retenciéon en minutos y el

eje Y indica la intensidad de la sefial detectada para cada compuesto en microvoltios (V).

Luego de determinar los tiempos de retenciéon de cada compuesto, se prosiguio
con la construccion de las curvas de calibracion de éstos. Las concentraciones de
estandares utilizadas fueron de 100, 200, 400, 500 y 1000 ng/mL e inyectadas por
duplicado. La solucién de 100 ng/mL no se incluy6 en las curvas de calibracion ni
en los gréaficos debido a que la sefial detectada para dicha concentracién no se
pudo integrar de forma certera por estar cercana a la sefial del ruido en la linea
base de la corrida. Las demas concentraciones fueron graficadas versus el area
del peak (min*uV) o altura méaxima registrada (uV) para ambas longitudes de onda
utilizadas en la medicién (Figura 2).
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Figura 2. Curvas de calibracidon de cotinina, nicotina y acetanilida. En el eje X se
presentan las concentraciones de cotinina (A y B), ditartrato de nicotina (C y D) y acetanilida (E y
F) usadas en la construccion de las curvas de calibracion. En el eje Y se presenta la sefial obtenida
para cada concentracion utilizada. En cada uno, el cuadrado indica la sefial obtenida a 260 nm y
el circulo indica la sefial obtenida a 254 nm, y la linea punteada indica la linea de tendencia de la
curva de calibracién. Los datos se encuentran expresados como promedio del &rea del peak (min*
KV) 0 AbSmax (LV) = SEM.

Las curvas de calibracion de cada estandar fueron sometidas a un analisis de
regresion lineal y de correlacion de Pearson para evaluar la linealidad y correlacion
directa entre las variables en cuestion. De este analisis se observd que el
coeficiente de correlacion (R?) de las curvas se encuentran en rango de 0,7539 a
0,9988 con sus respectivos valores p entre 0,0052 y <0,0001, comprobando el
ajuste lineal de las curvas de calibracion. Ademas, el coeficiente de Pearson se
encontré entre 0,9836 y 0,9999 con sus respectivos valores p entre 0,0275 y

0,0001, indicando una relacion directa entre las variables estudiadas. El detalle de
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los resultados obtenidos del andlisis de regresion lineal y coeficiente de Pearson
se encuentra en la Tabla 1.

Tabla 1. Ecuaciones de la recta, coeficientes de correlacion y coeficientes de

Pearson de los ajustes lineales de las curvas de calibracion de cotinina, nicotina'y

acetanilida.
Cotinina Nicotina Acetanilida
Ecuacion (R%) y = 304,8x - 34628 (0,9960) y = 107,7x + 4821 (0,7539) y = 786,5x - 54244 (0,9744)
254 nm F (p-value) 1510 (<0,0001) 18,38 (0,0052) 228,2 (<0,0001)
; R Pearson (p-value) 0,9993 (0,0007) 0,9836 (0,0164) 0,9873 (0,0127)
crms Ecuacién (R?) y = 382,6x - 47279 (0,9988) y = 150,0x - 29392 (0,9635) y = 356,8x - 25085 (0,9790)
260 nm F (p-value) 4892 (<0,0001) 158,5 (<0,0001) 279,7 (<0,0001)
R Pearson (p-value) 0,9999 (0,0001) 0,9939 (0,0061) 0,9898 (0,0102)
Ecuacion (R?) y = 5,467x - 628,2 (0,9949) y =0,3868x + 83,31 (0,8229) y = 18,79x - 1174 (0,9756)
254 nm F (p-value) 1171 (<0,0001) 27,89 (0,0019) 240,1 (<0,0001)
R Pearson (p-value) 0,9988 (0,0012) 0,9725 (0,0275) 0,9879 (0,0121)
AbSmex Ecuacién (R?) y = 6,630x - 769,1 (0,9971) y =0,5853x - 44,65 (0,9833) y = 8,582x - 529,1 (0,9777)
260 nm F (p-value) 2029 (<0,0001) 353,6 (<0,0001) 262,9 (<0,0001)
R Pearson (p-value) 0,9994 (0,0006) 0,9958 (0,0042) 0,9890 (0,0110)

Luego de la estandarizacion de las condiciones cromatograficas para la
separacion y deteccion de nicotina y cotinina, se procedi6 a estandarizar la
extraccion organica solo de cotinina, pues este metabolito de la nicotina tiene un
mayor tiempo de vida media que la nicotina. Se realizaron pruebas de extraccion
con concentraciones de cotinina de 50, 100, 500 y 1000 ng/mL inyectadas en
plasma de ratas sin tratamiento, manteniendo constante la concentracion de
acetanilida (250 ng/mL), compuesto utilizado como estandar interno de la
extraccion. Los extractos fueron resuspendidos en 250 mL de fase movil y se

inyectaron 100 pL de la resuspension para separacion y deteccion por HPLC-UV.

Debido a un cambio en el equipamiento utilizado, se realizaron pruebas para
comprobar que las condiciones cromatograficas funcionan en el nuevo equipo, en
las que se inyectaron estandares de cotinina y acetanilida, ambas a 250 ng/mL.
Las condiciones cromatograficas previas se mantuvieron cambiando solo el flujo
utilizado de 0,5 mL/min a 1 mL/min, lo que produjo un acortamiento del tiempo de
corrida a 20 minutos y tiempos de retencién de 8,47 + 0,10 minutos y 12,30 + 0,13

minutos para la cotinina y acetanilida, respectivamente (Figura 3A).
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Los resultados obtenidos de la separacion y deteccidon de los extractos de plasma
de rata enriquecidos con cotinina en diferentes concentraciones (50 ng/mL - 1000
ng/mL) y acetanilida 250 ng/mL muestran un peak de acetanilida constante entre
inyecciones, con un tiempo de retencion promedio de 12,26 + 0,06 min, area
promedio de 136,11 + 8,86 s*mV y altura promedio de 4,53 £ 0,28 mV (Figura 3C,
D, E, F).

Por su parte, se observo sefial de cotinina solamente en extractos de plasma
inyectados con 500 ng/mL y 1000 ng/mL del compuesto, con un tiempo de
retencion promedio de 8,66 + 0,01 min y una relacién de sefial proporcional a la
concentracion de cotinina inyectada, es decir, el extracto enriquecido con 1000
ng/mL de cotinina muestra el doble de la sefial que el extracto enriquecido con
500 ng/mL de cotinina, aproximadamente (Tabla 2; Figura 3E, F). Los extractos
de plasma inyectados con 50 y 100 ng/mL de cotinina no muestran sefal de
cotinina (Figura 3C, D), por lo que el limite de deteccion observado en este trabajo
es de 500 ng/mL.

ik v
Estindar da cotinina 250 ngimL + acatanilida 250 ngimL A Cotinina 100 ngimL + acetanilida 250 ng/mL - D

Acotanilida 11 5
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Blanco B Colinina 500 ngimL. + acetanilida 250 ngiml. E
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Figura 3. Cromatogramas de estandares de cotinina y acetanilida y extractos de
plasma de ratas sin tratamiento enriquecidos con cotinina y acetanilida.
Cromatogramas de estandares de cotinina y acetanilida a 250 ng/mL (A; n=5), extracto de plasma
de rata sin tratamiento (B; n=2), extracto de plasma enriquecido con cotinina 50 ng/mL (C; n=4),
100 ng/mL (D; n=6), 500 ng/mL (E; n=2) y 1000 ng/mL (F; n=2). Todos los extractos enriquecidos

en cotinina también fueron enriquecidos con acetanilida 250 ng/mL (estandar interno de
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extraccion). El eje X indica el tiempo de retencién en minutos y el eje Y indica la intensidad de la

sefial en milivoltios (mV).

Tabla 2. Tiempo de retencion, area y altura de sefal, y la razon de las sefales de
cotinina obtenida de extractos de plasma enriquecidos con cotinina 500 y 1000

ng/mL.
Muestra tz (min) Area (s*mV)  Altura (mV)
Extracto + COT 500 ng/mL 8,67 13,71 0,59
Extracto + COT 1000 ng/mL 8,65 35,05 1,33
Razén 1000/500 1 2,6 2,3
COT: cotinina
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