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Resumen
Adolescent binge drinking has detrimental effects on brain function, leading to 
long-lasting impairments in synaptic plasticity, cognition, and behavior. These 
effects are mediated, in part, by disruption of  the endocannabinoid system (ECS) 
and its cannabinoid type-1 (CB1) receptor. Alcohol consumption also depletes 
omega-3 fatty acids, which are essential for maintaining cell membrane integrity 
and supporting brain function. This depletion impairs synaptic plasticity by 
disrupting endocannabinoid signaling and reducing CB1 receptor expression 
and function. Conversely, enhancement of  the ECS can restore brain function 
and reverse the loss of  endocannabinoid-dependent synaptic plasticity associated 
with omega-3 deficiency. Notably, omega-3 supplementation has been shown to 
restore CB1 receptor expression in specific brain regions in adult mice following 
adolescent alcohol exposure. However, despite the established interplay between 
alcohol, omega-3, and the ECS, the direct impact of  omega-3 supplementation 
on the subcellular localization of  CB1 receptors after alcohol exposure remains 
poorly understood.
In this study, we used immunoelectron microscopy to investigate whether omega-3 
supplementation influences CB1 receptor distribution in the hippocampal 
CA1 region following alcohol withdrawal in adolescent male mice. Our results 
demonstrate that omega-3 partially restore the excitatory/inhibitory balance 
disrupted by alcohol, as evidenced by an increased number of  excitatory terminals 
and a significant reduction in inhibitory terminals. However, the distribution 
and density of  CB1 receptors within neuronal and glial compartments remain 
unchanged following alcohol exposure and omega-3 supplementation.
These findings highlight novel structural effects of  omega-3 in mitigating alcohol-
induced brain damage.
Keywords: Ethanol, adolescence, endocannabinoid system, neurons, glia, 
polyunsaturated fatty acids, central nervous system

El consumo excesivo de alcohol durante la adolescencia compromete la 
plasticidad sináptica y las funciones cognitivas, en parte debido a la interferencia 
con el sistema endocannabinoide (SEC) y su receptor CB1. Asimismo, el 
alcohol impacta negativamente en los ácidos grasos omega-3, esenciales para 
la integridad de las membranas celulares y la función cerebral. La deficiencia 
de omega-3 altera la señalización del SEC y la expresión y funcionalidad del 
CB1, exacerbando el deterioro inducido por el alcohol. Por el contrario, la 
activación del SEC contribuye a restaurar las funciones sinápticas dependientes 
de este sistema, afectadas por la falta de omega-3. De hecho, se ha demostrado 
que la suplementación con omega-3 normaliza la expresión del CB1 en 
regiones cerebrales específicas de ratones adultos expuestos al alcohol durante 
la adolescencia.
A pesar de la estrecha relación entre alcohol, omega-3 y SEC, el efecto directo de 
los omega-3 sobre la localización subcelular del receptor CB1 tras la exposición 
al alcohol permanece poco explorado. Para abordar esta cuestión, analizamos la 
región CA1 del hipocampo en ratones machos adultos en abstinencia después de 
la ingesta de alcohol durante la adolescencia, utilizando inmunocitoquímica para 
microscopía electrónica. Nuestros resultados indican que los omega-3 ayudan a 
restablecer el equilibrio entre excitación e inhibición sináptica, alterado por un 
aumento en el número de terminales excitadoras y una reducción significativa 
de las inhibidoras. Sin embargo, ni la distribución ni la densidad del receptor 
CB1 en compartimentos neuronales y gliales se modificaron tras la exposición al 
alcohol ni con la suplementación con omega-3.
Estos hallazgos revelan efectos estructurales novedosos de los omega-3 en la 
protección frente al daño cerebral inducido por el alcohol, aportando nuevas 
perspectivas sobre los mecanismos neuroprotectores de estos ácidos grasos.
Palabras clave: Etanol, adolescencia, sistema endocannabinoide, neuronas, 
glía, ácidos grasos poliinsaturados, sistema nervioso central
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Efectos de los ácidos grasos omega-3 sobre la localización del receptor cannabinoide CB1
en la región CA1 del hipocampo tras la abstinencia de alcohol en ratones machos adolescentes

Según la encuesta ESTUDES 2025, realizada por 
el Observatorio Español de las Drogas y las Adic-
ciones (Delegación del Gobierno para el Plan Na-
cional sobre Drogas, Ministerio de Sanidad, 2025), 

los adolescentes constituyen un grupo demográfico crítico 
en los patrones de consumo de alcohol, especialmente en 
lo referente al consumo intensivo episódico (binge drinking o 
consumo en atracón). Casi el 25% de los jóvenes de entre 
14 y 18 años declaró haber participado en episodios de bin-
ge drinking en los 30 días previos a la encuesta. La prevalen-
cia de este patrón es mayor en los varones (26,1%) que en 
las mujeres (23,3%), aunque en ambos sexos se ha observa-
do un descenso significativo respecto a la encuesta de 2023, 
siendo esta disminución más pronunciada en las mujeres. 

El consumo en atracón durante la adolescencia tiene reper-
cusiones importantes para el desarrollo cerebral. Este periodo 
se caracteriza por una intensa remodelación neurobiológica, 
con cambios en la neurotransmisión, la plasticidad sináptica 
y la maduración estructural, particularmente en regiones ce-
rebrales relacionadas con el aprendizaje, la memoria y la fun-
ción ejecutiva. En consecuencia, la ingesta de alcohol durante 
esta ventana del desarrollo puede generar alteraciones dura-
deras y potencialmente irreversibles en la función cerebral, 
afectando la transmisión sináptica y la neuroplasticidad, lo 
que finalmente se traduce en déficits cognitivos, emocionales y 
motores (Abrahao et al., 2017; Cservenka y Brumback, 2017; 
Kang et al., 2024; Keshavan et al., 2014; Lovinger y Abrahao, 
2018; Lovinger y Alvarez, 2017; Lovinger y Roberto, 2013; 
Pava y Woodward, 2012; Vetreno y Crews, 2015).

Las evidencias señalan la participación del sistema en-
docannabinoide (SEC) en la mediación de los efectos del 
alcohol sobre la función sináptica tanto en la exposición 
aguda como en la ingesta crónica y la abstinencia. El SEC 
desempeña un papel fundamental en la regulación de la 
motivación y el consumo de alcohol y es reconocido cada 
vez más como un elemento clave en la fisiopatología del 
trastorno por consumo de alcohol (TCA) (Gonzalez et 
al., 2002; Kunos, 2020; Navarrete et al., 2022; Peñasco et 
al., 2020; Sanchez-Marin et al., 2022; Vinod et al., 2006). 
Este sistema incluye receptores cannabinoides acoplados 
a proteínas G —principalmente CB1 y CB2—, los endo-
cannabinoides 2-araquidonilglicerol (2-AG) y anandamida 
(AEA), así como la maquinaria enzimática encargada de 
su síntesis, degradación y transporte (Lu y Mackie, 2021).

Numerosos estudios han demostrado que la exposición 
crónica al alcohol reduce la expresión del ARNm y los ni-
veles proteicos del receptor CB1, afectando a su densidad 
y función (Basavarajappa et al., 1998; Ortiz et al., 2004; 
Vinod et al., 2006). En humanos, el consumo crónico e in-
tenso se asocia con una menor disponibilidad del receptor 
CB1 en varias regiones cerebrales, un efecto que a menudo 
persiste más allá de los periodos de abstinencia (Ceccarini 
et al., 2014; Hirvonen et al., 2013; Wolfe et al., 2022). Por 
el contrario, la eliminación genética o el antagonismo far-

macológico del receptor CB1 reduce la ingesta de alcohol, 
reforzando así su implicación en las conductas relacionadas 
con esta sustancia (Maccioni et al., 2010).

Aunque las intervenciones farmacológicas muestran un 
notable potencial para abordar la disfunción cognitiva in-
ducida por el alcohol, las estrategias nutricionales, como la 
suplementación con ácidos grasos poliinsaturados omega-3 
(PUFAs), están emergiendo como alternativas eficaces y ac-
cesibles. Se ha demostrado que los omega-3 pueden mejo-
rar la pérdida de plasticidad cerebral inducida por la expo-
sición prenatal al alcohol, lo que sugiere su utilidad en la 
prevención y el tratamiento de las alteraciones del neurode-
sarrollo asociadas al alcohol (Joffre et al., 2019; Patten et al., 
2013a,b; Serrano et al., 2023). Además, estudios recientes 
indican que los omega-3 restauran la plasticidad sináptica 
y mejoran el aprendizaje y la memoria dependientes del hi-
pocampo tras la exposición al alcohol en periodos críticos 
del desarrollo (Haidary et al., 2024; Serrano et al., 2025). 
Así, la suplementación con omega-3 previene el deterioro 
del aprendizaje espacial y asociativo en ratas macho adoles-
centes expuestas al consumo crónico de alcohol. Esta mejora 
se relaciona con niveles más bajos de peroxidación lipídica 
e interleucina-6, lo que supone una reducción del estrés oxi-
dativo y de la neuroinflamación hipocampal (Haidary et al., 
2024). Estos hallazgos coinciden con investigaciones previas 
(Farooqui, 2012; Patten et al., 2013a) y refuerzan el potencial 
neuroprotector de los omega-3 mediante la restauración del 
equilibrio redox y la modulación de las vías inflamatorias. 
Asimismo, los ácidos grasos omega-3, especialmente el ácido 
docosahexaenoico (DHA), aumentan la fluidez de la mem-
brana, garantizando el correcto funcionamiento de los re-
ceptores asociados a ella (Bazinet y Layé, 2014; Joffre et al., 
2019), lo que facilita la transmisión y la plasticidad sinápticas 
(Patten et al., 2013a,b). También modulan la expresión de 
receptores y de las cascadas de señalización implicadas en la 
potenciación a largo plazo (LTP) y la depresión a largo plazo 
(LTD) (Patten et al., 2013b; Serrano et al., 2024, 2025), pro-
cesos clave para el aprendizaje y la memoria (Peñasco et al., 
2020; Serrano et al., 2025).

Se ha observado que la exposición al alcohol durante 
la adolescencia altera la plasticidad sináptica y modifica la 
expresión y la función del receptor CB1 en el hipocam-
po (Peñasco et al., 2020; Risher et al., 2015; Sabeti, 2011; 
Sanz-Martos et al., 2023), una región implicada en la 
memoria declarativa, espacial y asociativa. Nuestros estu-
dios previos han mostrado que el binge drinking adolescente 
conduce a una reducción persistente de la expresión del 
ARNm de CB1 en el hipocampo adulto. Esta disminución 
se correlaciona con la pérdida de la LTD dependiente de 
endocannabinoides, lo que contribuye a los déficits de me-
moria (Peñasco et al., 2020; Rico-Barrio et al., 2019, 2021). 
Por tanto, comprender el papel del SEC en las alteraciones 
sinápticas inducidas por el alcohol es fundamental para 
identificar dianas terapéuticas destinadas a mitigar los efec-
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tos a largo plazo de la exposición adolescente al alcohol y 
a tratar el TAC (Borgonetti et al., 2024; García-Baos et al., 
2021; Kunos, 2020; Serrano et al., 2012, 2018; Stopponi 
et al., 2018; Wolfe et al., 2022). En particular, el binge drin-
king adolescente disminuye la expresión del receptor CB1 
en la región CA1 del hipocampo adulto tras la abstinen-
cia, afectando principalmente a su localización astrocítica 
y, en menor medida, a las terminales sinápticas excitadoras 
(Bonilla-Del Río et al., 2019). De manera similar, hemos 
observado una reducción de los receptores CB1 en las si-
napsis excitadoras de la capa molecular del giro dentado 
tras la exposición al alcohol en la adolescencia (Peñasco et 
al., 2020). Por el contrario, la suplementación con omega-3 
es capaz de aumentar la densidad del receptor CB1 tanto 
en las terminales sinápticas excitadoras como en las inhi-
bidoras de dicha capa (Serrano et al., 2025). No obstan-
te, aún se desconocen los efectos de una dieta enriquecida 
en omega-3 sobre la localización del receptor CB1 en la 
región CA1 del hipocampo tras la abstinencia de alcohol. 
Este aspecto es especialmente relevante debido al impacto 
del alcohol sobre esta región, que contribuye a la forma-
ción de memorias asociativas y desempeña un papel clave 
en el aprendizaje (Jeong et al., 2018; Takamiya et al., 2021).

En el presente estudio analizamos si la suplementación 
con omega-3 es capaz de modular, en ratones machos, las 
alteraciones inducidas por el alcohol en la distribución del 
receptor CB1 en la región CA1 del hipocampo. Mediante 
técnicas inmunocitoquímicas para microscopía electrónica, 
aportamos nuevos conocimientos sobre el potencial de los 

ácidos grasos omega-3 para contrarrestar las consecuencias 
neurobiológicas a largo plazo de la exposición adolescente 
al consumo de alcohol en atracón.

Método
Declaración de ética
Los protocolos para el cuidado y uso de los animales fueron 
aprobados por el Comité de Ética para el Bienestar Animal de 
la Universidad del País Vasco (M20-2020-113; fecha de apro-
bación: 29/09/2020). Asimismo, cumplían con la Directiva 
del Consejo de las Comunidades Europeas de 22 de septiem-
bre de 2010 (2010/63/EU) y con la normativa española (Real 
Decreto 53/2013, BOE 08-02-2013). El número de animales 
y el sufrimiento fueron controlados y minimizados.

Tratamiento de los animales
Ratones machos C57BL/6J de cuatro semanas de edad 
(Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Francia) fueron aloja-
dos por parejas y asignados aleatoriamente al grupo con-
trol (H₂O) o al grupo de alcohol (EtOH) (n = 12 por grupo). 
Los animales fueron sometidos al procedimiento drinking-
in-the-dark (DID) (Rhodes et al., 2005) entre los días post-
natales (PND) 32 y 56, durante un periodo de cuatro se-
manas (Bonilla-Del Río et al., 2019). Durante los primeros 
cuatro días de cada semana, los ratones fueron alojados 
individualmente y se les proporcionó un frasco de 10 mL 
que contenía agua corriente o una solución de EtOH al 
20% v/v (preparada a partir de etanol al 96%; Boter S.L., 

Figura 1 

Representación esquemática del modelo de consumo en la oscuridad (DID), ingesta voluntaria de etanol (EtOH), concentración de 
etanol en sangre (BEC) y consumo de EPA+DHA

Nota. A. Los ratones machos C57BL/6J fueron sometidos al procedimiento DID durante cuatro semanas (PND 32–56). Durante este periodo, tuvieron acceso 
libre a H2O o EtOH durante 2 horas en los tres primeros días de cada semana y durante 4 horas el cuarto día. Durante el periodo de abstinencia (PND 57–73), 
a la mitad de los ratones se les administró una dieta enriquecida con omega-3 (2% EPA+DHA: 1,2% EPA y 0,8% DHA). B. Ingesta media de EtOH por hora (g/
kg/h) a lo largo del DID (PND 32–56) (EtOH: 2,33 ± 0,90, n=6; n-3-EtOH: 2,27 ± 0,62, n=6). C. BEC (mg/dL) medida tras 4 horas de exposición a EtOH en el último 
día del procedimiento DID (PND 56) (EtOH: 65,91 ± 4,59, n=6; n-3-EtOH: 65,85 ± 6,96, n=6). D. Ingesta diaria media de EPA+DHA (mg/kg/día) durante el periodo 
de abstinencia (PND 57–73) (n-3-H2O: 0,36 ± 0,07, n=6; n-3-EtOH: 0,35 ± 0,06, n=6). Todos los datos se expresan como media ± S.E.M.
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Barcelona). El acceso al frasco se mantuvo durante 2 horas 
en los tres primeros días y se amplió a 4 horas el cuarto 
día. Los tres días restantes de cada semana se destinaron al 
periodo de descanso, durante el cual los animales perma-
necieron con comida y agua ad libitum (Figura 1A).

La eficacia del procedimiento DID se evaluó mediante 
la medición de la ingesta total de EtOH (g/kg/h) (Figura 
1B). Además, el último día del protocolo (PND 56), se ob-
tuvieron muestras de sangre de la vena lateral de la cola 
30 minutos después de finalizar la exposición al EtOH. 
La concentración de EtOH en sangre (BEC, mg/dL) se 
determinó posteriormente utilizando un kit comercial de 
cuantificación de etanol (Abcam, ab65646, España) (Figu-
ra 1C). En nuestras condiciones experimentales, las BEC 
se situaron por debajo del umbral asociado al binge drinking 
en adolescentes (>80 mg/dL) (Donovan, 2009). No obstan-
te, se ha demostrado que estos niveles inducen alteraciones 
neurobiológicas significativas en roedores adolescentes (Bo-
nilla-Del Río et al., 2019; Peñasco et al., 2020; Rico-Barrio 
et al., 2019; Serrano et al., 2025), lo que respalda la validez 
de este procedimiento como modelo de exposición en atra-
cón (Rhodes et al., 2005).

Durante el periodo de abstinencia (PND 57–73), la mi-
tad de los ratones (n = 6 por grupo) recibió una dieta en-
riquecida con un 2% de ácido docosahexaenoico (DHA) y 
ácido eicosapentaenoico (EPA) (1,2% EPA y 0,8% DHA) 
(SAFE, Augy, Francia), conformando los grupos n-3-H₂O 
y n-3-EtOH. Tanto los animales como el alimento se pesa-
ron dos veces por semana con el fin de calcular la ingesta 
de EPA y DHA (mg/kg/día) (Figura 1D).

Procesamiento del tejido cerebral
En el PND 73, tres ratones de cada grupo fueron profunda-
mente anestesiados con hidrato de cloral al 4% (10 mL/kg 
de peso corporal, i.p.) y perfundidos a través del ventrículo 
izquierdo con 30 mL de solución salina tamponada con 
fosfatos (PBS, 0,1 M, pH 7,4). Posteriormente, se realizó 
una perfusión con 80 mL de una solución fijadora com-
puesta por 4% de formaldehído, 0,2% de ácido pícrico y 
0,1% de glutaraldehído, preparada en PBS y aplicada a 

temperatura ambiente (TA). Los cerebros se extrajeron y 
se posfijaron en la misma solución fijadora a 4°C durante 
una semana, tras lo cual se transfirieron a un fijador dilui-
do 1:10. A continuación, se obtuvieron secciones coronales 
de 50 µm de grosor utilizando un vibratomo (Leica VT 
1000S, Wetzlar, Alemania) y se recogieron en tampón fos-
fato (PB, 0,1 M, pH 7,4) a TA.

Método de doble preinclusión con inmuno-oro e 
inmunoperoxidasa para microscopía electrónica
El procedimiento se llevó a cabo siguiendo nuestro protoco-
lo (Puente et al., 2015). Secciones coronales del hipocampo 
de 50 µm se preincubaron durante 30 minutos a TA en una 
solución de albúmina sérica bovina (BSA) al 10% prepara-
da en solución salina tamponada con Tris-HCl (TBS, pH 
7,4) que contenía 0,1% de azida sódica y 0,02% de sapo-
nina. A continuación, las secciones se incubaron con anti-
cuerpos primarios altamente específicos frente al receptor 
CB1 y el transportador glutamato-aspartato (GLAST) (Ta-
bla 1), diluidos en BSA/TBS al 10% con 0,1% de azida 
sódica y 0,004% de saponina. Esta incubación se realizó 
con agitación suave durante dos días a 4°C. Tras lavados 
exhaustivos, las secciones se incubaron con los anticuerpos 
secundarios correspondientes (Tabla 1) y posteriormente 
con una solución del complejo avidina-biotina (1:50, PK-
7100, Vector Labs) durante 1,5 horas a TA. Finalmente, las 
secciones se lavaron durante toda la noche y se posfijaron 
durante 10 minutos en glutaraldehído al 1% preparado en 
TBS a TA.

Las partículas de oro se intensificaron posteriormen-
te mediante plata utilizando un kit HQ Silver Enhance-
ment (Nanoprobes Inc., Yaphank, NY, EE. UU.) durante 
12 minutos en la oscuridad. A continuación, las secciones 
se trataron con 0,05% de 3,3′-diaminobencidina tetrahi-
drocloruro y 0,01% de peróxido de hidrógeno en PB 0,1 
M durante 3 minutos a temperatura ambiente. Tras varios 
lavados, las secciones teñidas se posfijaron en tetróxido de 
osmio al 1% en PB 0,1 M durante 20 minutos, se deshi-
drataron en una serie graduada de alcoholes (50–100%) 
seguida de óxido de propileno, y se incluyeron en resina 

Tabla 1

Anticuerpos primarios y secundarios utilizados

Anticuerpo Concentración
[µg/mL]

Especies y 
clonalidad Antígeno inmunizante Fuente, Cat.

Anti-CB1 receptor 2 Policlonal de 
cobaya

CB1 de ratón, 31 aa del extremo C-terminal 
(NM007726)

Nittobo Medical Co., 
CB1-GP-Af530

Anti-GLAST 0,3 Policlonal de 
conejo

GLAST de ratón, 41 aa del extremo C-terminal 
(NM148938)

Nittobo Medical Co., 
GLAST-Rb-Af660

Anti-cobaya conjugado 
con oro de 1.4 nm 0,8 Cabra (policlonal) - Nanoprobes, #2055

Anti-conejo biotinilado 7,5 Cabra (policlonal) - Vector Labs, BA-1000
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Epon 812. Posteriormente, se obtuvieron secciones ultra-
finas de 50 nm con una cuchilla de diamante (Diatome, 
EE. UU.), las cuales se recogieron en rejillas de malla de 
níquel y se tiñeron con citrato de plomo al 2,5% durante 20 
minutos. Estas secciones se examinaron con un microsco-
pio electrónico (JEOL JEM 1400 Plus, Tokio, Japón), y las 
imágenes se adquirieron mediante una cámara digital (Mo-
rada sCMOS, Olympus, Tokio, Japón). Las micrografías se 
capturaron a un aumento de 8.000X, abarcando un área 
total aproximada de 1.100 µm² por ratón. El número de 
terminales excitadoras, inhibidoras y astrocitos marcados 
con GLAST fue consistente entre los grupos experimenta-
les (Tabla 2).

Análisis estadístico
El análisis estadístico se realizó con Gra-
phPad Prism 8 (GraphPad Software; RRID: 
SCR_002798). La normalidad de los datos se 
evaluó mediante la prueba de Shapiro–Wilk, se-
guida de un ANOVA de un factor y de pruebas 
de comparación múltiple paramétricas o no pa-
ramétricas, según correspondiera. Todos los va-
lores se expresan como media ± S.E.M.

Resultados
Localización del receptor CB1 en 
terminales sinápticas excitadoras e 
inhibidoras en el estrato radiado de 
CA1 después de la abstinencia del 
binge drinking en la adolescencia
Como era de esperar, las partículas de oro se lo-
calizaron en terminales axónicas excitadoras e 
inhibidoras que formaban contactos sinápticos 
asimétricos y simétricos con espinas dendríticas 
y dendritas, respectivamente, en todos los grupos 
experimentales. Los análisis se realizaron en tres 
animales por grupo (Figura 2).

El número total de terminales excitadoras en 
el grupo EtOH (~1.100 μm² por animal) se re-
dujo significativamente en los ratones n-3-EtOH 
(EtOH: 1.284; n-3-EtOH: 879; EtOH vs. n-3-

EtOH **p<0,01) (Figura 3A; Tabla 2). Además, el número 
de terminales inhibidoras fue significativamente menor en 
los ratones EtOH en comparación con los grupos H₂O y 
n-3-H₂O (H₂O: 152; n-3-H₂O: 172; EtOH: 93; EtOH vs. 
H₂O *p<0,05; EtOH vs. n-3-H₂O **p<0,01). Aunque no se 
observaron diferencias estadísticamente significativas entre 
los grupos EtOH y n-3-EtOH, los ratones n-3-H₂O mos-
traron un número significativamente mayor de terminales 
inhibidoras en comparación con n-3-EtOH (n-3-EtOH: 
115; n-3-H₂O: 172; n-3-EtOH vs. n-3-H₂O *p<0,05) 
(Figura 3A; Tabla 2). En consecuencia, la proporción de 
terminales sinápticas excitadoras/inhibidoras aumentó de 
manera significativa en los ratones EtOH en comparación 

Tabla 2

Número de terminales excitadoras e inhibidoras y de astrocitos positivos para GLAST en los ratones de cada grupo experimental 

H2O EtOH n-3-EtOH n-3-H2O

n 1 n 2 n 3 Total n 1 n 2 n 3 Total n 1 n 2 n 3 Total n 1 n 2 n 3 Total

Terminales 
excitadoras 458 396 283 1137 387 467 430 1284 228 375 276 879^^ 356 291 372 1019

Terminales 
inhibidoras 35 54 63 152 38 38 17 93* 37 33 45 115 45 75 52 172^^ϯ

Astrocitos 115 279 238 632 102 214 126 442 129 135 343 607 350 382 179 911^^

Nota. La significación estadística se analizó mediante ANOVA de un factor con pruebas de comparaciones múltiples paramétricas (Bonferroni) o no paramétri-
cas (Dunn), según correspondiera. *p<0,05 comparado con H2O; ^^p<0,01 comparado con EtOH y ϯp<0,05 comparado con n-3-EtOH.

Figura 2

Localización ultraestructural del receptor CB1 en el estrato radiado de CA1 
en ratones machos adultos de los grupos H2O, n-3-H2O, EtOH y n-3-EtOH

Nota. Los receptores CB1 se localizan en terminales de axones que forman sinapsis 
simétricas (sombreado y flechas rojas) y asimétricas (sombreado y flechas verdes), estas 
últimas sobre espinas dendríticas (sombreado azul), así como en membranas astrocíticas 
(sombreado y flechas amarillas). Barras de escala = 1 µm.
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Figura 3

Distribución del receptor CB1 en compartimentos neuronales del estrato radiado de CA1 en ratones machos adultos de los grupos 
H2O, n-3-H2O, EtOH y n-3-EtOH

Nota. A. Número total de terminales excitadoras (H2O: 1.137; n-3-H2O: 1.019; EtOH: 1.284; n-3-EtOH: 879, **p<0,01 vs. EtOH) e inhibidoras (H2O: 152; n-3-H2O: 
172; EtOH: 93, *p<0,05 vs. H2O, *p<0,01 vs. n-3-H2O; n-3-EtOH: 115, p<0,05 vs. n-3-H2O) en el área analizada (⁓1.100 μm²) de los cuatro grupos experimenta-
les. B. Ratio entre el número total de terminales excitadoras e inhibidoras (H2O: 8,36 ± 1,12; n-3-H2O: 6,83 ± 0,88; EtOH: 25,57 ± 8,11, *p<0,05 vs. H2O, *p<0,01 
vs. n-3-H2O; n-3-EtOH: 8,21 ± 0,88, p<0,05 vs. EtOH). C. Porcentaje de terminales excitadoras (H2O: 7,18 ± 0,58; n-3-H2O: 6,86 ± 0,54; EtOH: 7,57 ± 0,91; n-3-
EtOH: 6,59 ± 0,91) e inhibidoras CB1 positivas (H2O: 91,89 ± 1,68; n-3-H2O: 95,30 ± 1,29; EtOH: 96,30 ± 2,09; n-3-EtOH: 94,64 ± 2,41). D. Densidad del receptor 
CB1 (partículas/µm) en terminales excitadoras (H2O: 0,89 ± 0,05; n-3-H2O: 0,89 ± 0,05; EtOH: 0,84 ± 0,05; n-3-EtOH: 0,84 ± 0,05) e inhibidoras (H2O: 6,54 ± 0,24; 
n-3-H2O: 7,67 ± 0,23, **p<0,01 vs. H2O; EtOH: 6,02 ± 0,29, **p<0,0001 vs. n-3-H2O; n-3-EtOH: 97,11 ± 0,35). Todos los datos se expresan como media ± S.E.M. 
La normalidad se evaluó mediante la prueba de Shapiro–Wilk, seguida de un ANOVA de un factor con comparaciones múltiples paramétricas (Bonferroni) o no 
paramétricas (Dunn), según correspondiera.

Tabla 3 

Porcentaje de terminales excitadoras, inhibidoras y astrocitos 
GLAST positivos que expresan el receptor CB1, y densidad de 
CB1 en el estrato radiado de CA1 en las cuatro condiciones 
experimentales (n = 3 ratones por grupo)

H2O EtOH n-3-EtOH n-3-H2O

Terminales excitadoras

% CB1+ 7,18 ± 0,58 7,57 ± 0,91 6,59 ± 0,91 6,86 ± 0,54

Densidad 0,89 ± 0,05 0,84 ± 0,05 0,84 ± 0,05 0,89 ± 0,05 

Terminales inhibidoras

% CB1+ 91,89 ± 1,68 96,30 ± 2,09 94,64 ± 2,41 95,30 ± 1,29 

Densidad 6,54 ± 0,24 6,02 ± 0,29 7,11 ± 0,35 7,67 ± 
0,23**ϯϯϯϯ

Astrocitos

% CB1+ 26,92 ± 2,97 19,26 ± 2,67 22,48 ± 2,53 16,65 ± 1,38*

Densidad 0,64 ± 0,03 0,64 ± 0,05 0,70 ± 0,06 0,66 ± 0,04 

Nota. Los valores se expresan como media ± S.E.M. La significación estadís-
tica se evaluó mediante ANOVA de un factor con pruebas de comparacio-
nes múltiples paramétricas (Bonferroni) o no paramétricas (Dunn), según 
correspondiera. *p<0,05, p<0,01 en comparación con H2O; y ϯϯϯϯp<0,0001 
en comparación con n-3-EtOH.

con los otros grupos experimentales (H₂O: 8,36 ± 1,12; 
n-3-H₂O: 6,83 ± 0,88; EtOH: 25,57 ± 8,11; n-3-EtOH: 
8,21 ± 0,88; EtOH vs. H₂O y n-3-EtOH *p<0,05; EtOH 
vs. n-3-H₂O **p<0,01) (Figura 3B).

Tanto el porcentaje de terminales excitadoras positivas 
para CB1 como la densidad de partículas de CB1 fueron 
similares entre las cuatro condiciones experimentales (n-3-
H₂O, EtOH, n-3-EtOH vs. H₂O; p>0,05) (Figura 3C y 3D; 
Tabla 3). Asimismo, no se observaron diferencias significa-
tivas en el porcentaje de terminales inhibidoras positivas 
para CB1 (n-3-H₂O, EtOH, n-3-EtOH vs. H₂O; p>0,05). 
Sin embargo, la densidad del receptor aumentó significati-
vamente tras la suplementación con omega-3 de los ratones 
control (H₂O: 6,54 ± 0,24; n-3-H₂O: 7,67 ± 0,23; n-3-H₂O 
vs. H₂O **p<0,01) (Figura 3C y 3D; Tabla 3).

Localización del receptor CB1 en astrocitos 
GLAST positivos en el estrato radiado de CA1 
después de la abstinencia del binge drinking en 
la adolescencia
Las partículas de oro se localizaron en las membranas de 
los procesos astrocíticos en los cuatro grupos experimenta-
les (Figura 2). El número total de astrocitos positivos para 
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GLAST en el área analizada (~1.100 μm² por animal) fue 
significativamente mayor en los ratones n-3-H₂O, en con-
traste con la disminución observada en los ratones EtOH 
(n-3-H₂O: 991; EtOH: 442; n-3-H₂O vs. EtOH **p<0,01) 
(Figura 4A; Tabla 2).

En consonancia, el porcentaje de astrocitos GLAST 
positivos para CB1 se redujo en los ratones n-3-H₂O en 
comparación con los controles H₂O (H₂O: 26,92 ± 2,97; 
n-3-H₂O: 16,65 ± 1,38; n-3-H₂O vs. H₂O *p<0,05) (Fi-
gura 3B). No obstante, la densidad del receptor CB1 fue 
similar entre las cuatro condiciones experimentales (n-3-
H₂O, EtOH, n-3-EtOH vs. H₂O; p>0,05) (Figura 3C; 
Tabla 3).

Discusión
Analizamos la distribución subcelular del receptor CB1 en 
terminales excitadoras e inhibidoras, así como en astroci-
tos, en el estrato radiado de la región CA1 del hipocampo. 
Mediante microscopía electrónica, obtuvimos una locali-
zación de alta resolución de CB1, lo que permitió recabar 
información detallada sobre los efectos sinápticos a largo 
plazo del binge drinking durante la adolescencia tras un pe-
riodo de abstinencia, así como sobre la influencia modula-
dora de una dieta suplementada con omega-3. Los ácidos 
grasos omega-3, en particular el DHA y el EPA, son esen-
ciales para el mantenimiento de la salud cerebral. Como 
componentes fundamentales de las membranas neurona-
les, modulan su fluidez y, en consecuencia, la actividad 
de los receptores asociados a membrana y los procesos de 
plasticidad sináptica (Calder, 2016). El DHA, especialmen-
te abundante en el cerebro, desempeña un papel crucial 
en la poda sináptica y la neuroprotección (Aguilera García 

et al., 2010). Sin embargo, el consumo de alcohol reduce 
la absorción de DHA, disminuyendo sus niveles cerebrales 
y exacerbando el daño neuronal, particularmente durante 
la adolescencia (Akbar et al., 2006; Bondi et al., 2014). En 
contraste, la suplementación con omega-3 restaura los ni-
veles de DHA, favoreciendo la sinaptogénesis, la actividad 
glutamatérgica y la expresión del receptor CB1 (Hashimo-
to et al., 2015; Kim, 2008).

Nuestros resultados muestran un aumento significati-
vo en la proporción de terminales sinápticas excitadoras 
respecto a las inhibidoras en ratones expuestos al alcohol. 
Este desequilibrio entre excitación e inhibición respalda 
hallazgos previos que indican que la exposición al alcohol 
durante la adolescencia altera la organización y la plastici-
dad sinápticas, particularmente en el hipocampo (Peñasco 
et al., 2020; Spear, 2018), y podría subyacer a los déficits 
cognitivos observados en la edad adulta (Serrano et al., 
2025; Vetreno y Crews, 2015). De hecho, un desequilibrio 
persistente entre excitación e inhibición en la región CA1 
tras una exposición posnatal en modalidad de atracón se 
ha asociado con una disregulación de la expresión géni-
ca sináptica y mitocondrial, entre la que se encuentra la 
expresión de Cnr1 que codifica el receptor CB1, contri-
buyendo a una disfunción sináptica duradera, alteraciones 
en el aprendizaje y la memoria, así como a un aumento de 
los comportamientos ansiosos (Arzua et al., 2024). Nuestros 
datos muestran que la suplementación con omega-3 redujo 
significativamente el número de terminales excitadoras en 
CA1 tras la exposición al alcohol durante la adolescencia, 
con efectos mínimos sobre las terminales inhibidoras. Este 
efecto permitió restaurar el equilibrio excitador-inhibidor, 
poniendo de relieve el papel de los omega-3 en el manteni-
miento de la integridad sináptica.

Figura 4

Distribución del receptor CB1 en astrocitos del estrato radiado de CA1 en ratones machos adultos de los grupos H2O, n-3-H2O, EtOH y 
n-3-EtOH

Nota. A. Número total de astrocitos GLAST positivos en el área analizada (⁓1.100 μm²) para los cuatro grupos experimentales (H2O: 632; n-3-H2O: 991; EtOH: 
442, p<0,01 vs. n-3-H2O; n-3-EtOH: 607). B. Porcentaje de astrocitos CB1 positivos (H2O: 26,92 ± 2,97; n-3-H2O: 16,65 ± 1,38, p<0,05 vs. H2O; EtOH: 19,26 ± 
2,67; n-3-EtOH: 22,48 ± 2,53). C. Densidad de CB1 (partículas/µm) en astrocitos GLAST positivos (H2O: 0,64 ± 0,03; n-3-H2O: 0,66 ± 0,04; EtOH: 0,64 ± 0,05; n-3-
EtOH: 0,70 ± 0,06). Todos los datos se expresan como media ± S.E.M. La normalidad se evaluó mediante la prueba de Shapiro–Wilk, seguida de un ANOVA de 
un factor con pruebas de comparaciones múltiples paramétricas (Bonferroni) o no paramétricas (Dunn), según correspondiera.
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Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que de-
muestran los efectos neuroprotectores de los ácidos grasos 
omega-3 frente a la neurotoxicidad inducida por el alco-
hol (Patten et al., 2013b), lo que sugiere que estos lípidos 
pueden activar mecanismos compensatorios destinados a 
restablecer la plasticidad sináptica homeostática alterada 
por la exposición alcohólica en modalidad de atracón. Esta 
restauración podría implicar la modulación de la compo-
sición y la fluidez de la membrana —factores clave en la 
sinaptogénesis, la poda sináptica y el tráfico de receptores 
(Calder, 2016; Kim y Spector, 2018)—, así como la preser-
vación de las redes sinápticas (Cao et al., 2009; Feltham et 
al., 2020; Lafourcade et al., 2011).

Dado el papel del receptor CB1 en la regulación de la 
transmisión sináptica, la recuperación funcional también 
podría implicar cambios en su actividad o en sus vías de se-
ñalización, incluso en ausencia de alteraciones en los nive-
les de expresión. En este sentido, observamos que la suple-
mentación con omega-3 aumentó la densidad de CB1 en 
las terminales inhibidoras bajo condiciones control (H₂O), 
sin afectar a las terminales excitadoras. Estudios previos 
han demostrado que los omega-3 incrementan la expresión 
de CB1 (Kim et al., 2016), y nuestro laboratorio mostró 
que dicha suplementación aumenta aproximadamente en 
un 30 % la expresión del receptor en sinaptosomas hipo-
campales en comparación con los controles (Serrano et al., 
2024). Este incremento se asoció con la inducción de una 
LTP dependiente de endocannabinoides en las sinapsis ex-
citadoras de la vía perforante medial en la capa molecular 
del giro dentado, una reducción de los comportamientos 
ansiosos y una mejora en la discriminación de objetos no-
vedosos (Serrano et al., 2024). Desde un punto de vista 
mecanístico, la potenciación requirió la participación de 
receptores metabotrópicos de glutamato del grupo I, del 
endocannabinoide 2-AG y del receptor CB1 (Serrano et 
al., 2024).

Recientemente, demostramos que la suplementación 
con omega-3 durante la abstinencia alcohólica de ratones 
machos expuestos al alcohol mediante un modelo de binge 
drinking durante la adolescencia, aumentó la densidad del 
receptor CB1 en terminales presinápticas y restauró la 
unión de [³⁵S]GTPγS estimulada por receptor a proteínas 
Gαi/o. Estos efectos se asociaron con la inducción de una 
LTP en las sinapsis excitadoras de la vía perforante medial 
dependiente de AEA, del receptor de potencial transito-
rio tipo V1 (TRPV1) y de receptores NMDA, así como 
con una mejora parcial de los déficits cognitivos evaluados 
mediante el laberinto de Barnes (Serrano et al., 2025). Es 
plausible que los ácidos grasos omega-3 también modulen 
la transmisión y la plasticidad inhibidoras en la capa mole-
cular del giro dentado y en el estrato radiado de CA1; sin 
embargo, se requieren estudios adicionales para confirmar 
esta hipótesis.

En este mismo estudio previo, la densidad del receptor 
CB1 aumentó significativamente en las terminales inhibi-
doras de la capa molecular del giro dentado tras el periodo 
de abstinencia, incrementándose aún más con la suplemen-
tación con omega-3 (Serrano et al., 2025). Este efecto no se 
observó en el estrato radiado de la región CA1, donde ni 
la exposición alcohólica ni la suplementación con omega-3 
modificaron la densidad de CB1 en terminales excitadoras 
o inhibidoras. En conjunto, estos resultados indican que los 
efectos a largo plazo del alcohol y su modulación por los 
omega-3 dependen de la región y subregión del hipocam-
po, lo que subraya la necesidad de enfoques específicos por 
región para evaluar tanto las consecuencias fisiopatológicas 
como los potenciales beneficios terapéuticos.

En cuanto a los astrocitos, estudios anteriores de nues-
tro laboratorio demostraron que el binge drinking durante la 
adolescencia altera la morfología astrocítica y reduce en 
aproximadamente un 40 % la proporción de procesos as-
trocíticos positivos para CB1 identificados con anticuerpos 
frente a la proteína ácida fibrilar glial (GFAP), así como en 
un 30 % la densidad del receptor en el estrato radiado de 
la región CA1 de ratones machos adultos (Bonilla-Del Río 
et al., 2019). Por el contrario, el presente estudio no detectó 
cambios en la expresión de CB1 en astrocitos identificados 
con GLAST, lo que podría atribuirse a diferencias en los 
marcadores empleados. En este sentido, GFAP se locali-
za principalmente en los somas de los astrocitos, mientras 
que GLAST se expresa de forma abundante en sus proce-
sos, cubriendo una mayor área y superficie de membrana 
(Achicallende et al., 2022). En definitiva, GLAST resulta 
ser un marcador más adecuado para estudios detallados de 
la localización de CB1 en astrocitos, dado que hasta un 12 
% del CB1 total se encuentra en astrocitos GLAST-positi-
vos, el doble de lo observado con GFAP (Achicallende et 
al., 2022).

La ausencia de alteraciones en la expresión de CB1 en 
astrocitos GLAST-positivos sugiere que la señalización anti-
inflamatoria mediada por este receptor se mantiene intacta 
tras el periodo de abstinencia. De manera similar, tampoco 
se observaron cambios en la capa molecular del giro den-
tado (Serrano et al., 2025). Por el contrario, la suplementa-
ción con omega-3 indujo modificaciones en la morfología 
astrocítica y en la distribución subcelular de CB1 dentro 
de los compartimentos astrocíticos, caracterizadas por un 
aumento en el número de compartimentos GLAST-posi-
tivos y una reducción en la proporción de astrocitos po-
sitivos para CB1, sin variaciones en la densidad total del 
receptor. Estos hallazgos sugieren que los omega-3 pueden 
modular la arquitectura de los astrocitos, incrementando la 
complejidad de sus procesos, y afectar indirectamente la lo-
calización de CB1 mediante mecanismos de remodelación 
morfológica, en vez de a través de cambios directos en los 
niveles de expresión del receptor (Champeil-Potokar et al., 
2016; Das y Das, 2019; Joffre et al., 2019).
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En conclusión, nuestros resultados refuerzan la eviden-
cia de que las intervenciones dietéticas pueden modular 
el sistema endocannabinoide, ofreciendo un enfoque no 
farmacológico de interés de cara a mitigar los efectos ad-
versos del consumo de alcohol en la adolescencia sobre la 
función cerebral. Estudios futuros deberán esclarecer los 
mecanismos subyacentes, en particular cómo los ácidos 
grasos omega-3 influyen en el equilibrio excitador-inhibi-
dor a través del receptor CB1 en las terminales inhibidoras 
y regulan la función de los astrocitos. También es necesario 
incorporar modelos de binge drinking en hembras adolescen-
tes para evaluar posibles diferencias dependientes del sexo.
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