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RESUMEN

El estilo de vida moderno promueve que se realicen actividades por la noche, lo cual produce
sefiales temporales conflictivas para el sistema circadiano, aumentando con ello, el riesgo de
padecer diferentes enfermedades. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
desincronizacion o arritmicidad circadiana sobre la ingesta de alcohol, ademas de identificar
posibles cambios a nivel de estructuras cerebrales que pudieran favorecer el consumo
excesivo de alcohol.

Se utilizaron ratas macho Wistar (n = 48), alojadas individualmente en jaulas de acrilico con
alimento y agua ad libitum. Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a una de las siguientes
condiciones: Control 12:12h Luz-oscuridad (C), luz constante (LL), o trabajo nocturno 12:12h
luz -oscuridad con actividad forzada durante la fase de reposo (T).

El estudio consistié de dos fases:

En una primera fase (n=24) se evaluaron las condiciones de disrupcion circadiana con un
registro conductual y la determinacién de la actividad dia (9:00 hrs) / noche (20:00 hrs) de la
proteina PER1 en areas cerebrales (corteza infralimbica, nlcleo accumbens core y shell,
corteza insular y ndcleo supraquiasmatico) Los cerebros obtenidos de noche se aprovecharon
para determinar niveles de c-Fos y AFosB en las mismas areas sin alcohol.

Después de 3 semanas en sus condiciones correspondientes las ratas en LL mostraron
arritmicidad en su actividad mientras que las del grupo C y T mantuvieron un ritmo de
actividad nocturna. Por otro lado, con la evaluacion de PER1 se observé que en el grupo C se
presentd una diferencia dia-noche en todas las areas estudiadas. En el grupo T se perdi6 esta
diferencia en las dos regiones del nlcleo accumbens, sugiriendo desincronizacion circadiana
interna, mientras que en el grupo de LL se perdi6 la diferencia dia- noche en cuatro de las
cinco areas estudiadas, confirmando un proceso de arritmicidad circadiana.

En la segunda fase (n=24) los animales se mantuvieron en una de las condiciones ya
descritas, por 28 dias, posteriormente se les dio acceso al consumo de alcohol en una dilucién
del 10% en un paradigma de libre eleccion con agua. Se registrd el consumo diario de alcohol
y agua por 12 dias para después privar a los animales de alcohol por 72 horas, al finalizar
estas horas se corrié una prueba de atracén al alcohol para evaluar la conducta compulsiva al
consumo; posterior a la cual, se extrajeron los cerebros para evaluar la respuesta de c-Fos y
AFosB.

Las ratas del grupo C y LL mostraron una ingesta diaria de alcohol similar, mientras que el
grupo T mostré un aumento en el consumo a lo largo de los 12 dias. En la prueba de atracén
tanto las ratas del grupo T como las del LL mostraron una mayor ingesta que las ratas del
grupo C, sugiriendo una conducta compulsiva al consumo de alcohol.

En la respuesta de c-Fos se pudo observar el efecto agudo del consumo durante la prueba de
atracon. El nUmero de células positivas a c-Fos para el grupo C fue mayor tras el consumo de
alcohol en la corteza infralimbica y en el nlcleo supraquiasmatico; mientras que para el grupo
LL fue mayor en la corteza infralimbica, corteza insular y en el nicleo accumbens core y shell.
Por otro lado, en el grupo T no se modificé la respuesta de c-Fos tras el consumo de alcohol
en ninguna de las areas.

Por otro lado, debido a la estabilidad de AFosB lo reportado refleja la acumulacion de este
marcador en las diferentes areas estudiadas durante el protocolo completo de administracion
de alcohol, cuyos resultados corresponden a los datos conductuales de ingesta, indicando en
conjunto un proceso de plasticidad neuronal.

Con base en los resultados obtenidos se concluye que la desincronizacion interna o
arritmicidad circadiana potencializan diferencialmente los efectos obtenidos a partir del
consumo de alcohol (ej.recompensa), facilitando con ello, un proceso de plasticidad neuronal,
la cual puede contribuir al desarrollo de dependencia al mismo.



INTRODUCCION

El alcohol es una de las sustancias psicoactivas mas usadas a nivel mundial, al
rededor del 38.3% de la poblacion mundial mayor a los quince afios lo consume
regularmente, un 13.7% suspendi6é su consumo durante el Ultimo mes, mientras
gue un 48% ha sido abstemio de por vida. El abuso de alcohol es el quinto factor
de riesgo de muerte prematura y discapacidad. Entre los 20-39 afios de edad
aproximadamente el 25% de muertes son atribuidas al consumo de alcohol;
ademas, se asocia con el riesgo de desarrollar problemas de salud, entre ellos,
diferentes tipos de cancer y cirrosis hepética (World Health Organization, 2014;
World Health Organization, 2015).

El estilo de vida moderno promueve actividades que alteran la exposicién al ciclo
luz-oscuridad (L-O) afectando al sistema circadiano, lo cual incrementa el riesgo
de desarrollar desérdenes metabdlicos, conductuales e inmunolégicos (Tapia-
Osorio et al., 2013; Guerrero-Vargas et al., 2015; Koojiman et al., 2015).

Existen cada vez mas estudios que muestran que las perturbaciones del sistema
circadiano pueden contribuir al desarrollo de adicciones, entre ellas al consumo de
alcohol, que es una de las sustancias psicoactivas de las que mas se abusa a
nivel mundial (Dorrian & Skinner, 2012; Logan et al., 2014; McClung, 2007;
Rosenwasser, 2015). Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el que
alteraciones en este sistema modifican el consumo de alcohol. Es por ello que el
presente estudio propone que la disrupcion circadiana a nivel del reloj biolégico
(nucleo supraquiasmético, NSQ), y a nivel de nucleos cerebrales reguladores de la
conducta emocional (corteza infralimbica, corteza insular y el nicleo accumbens
en sus dos regiones (core y shell) provocard modificaciones en la actividad
neuronal de estas areas, lo cual desencadenard un consumo excesivo de alcohol.

Para evaluar lo anterior se implementaron dos modelos experimentales: Uno que
se asemeja a las condiciones de trabajo nocturno (T) y que produce
desincronizacion interna (Salgado- Delgado et al., 2008) y otro de arritmicidad por
exposicion cronica a luz constante (LL). Se evalué la disrupcién circadiana; por un
lado, mediante el registro automatizado de actividad y, por otro lado, con la
presencia de ritmo dia-



noche en la expresion de la proteina PER1 a nivel cerebral. Se comparé el
consumo de una solucidon a una concentracion del 10% de alcohol, midiendo la
cantidad de alcohol ingerida diariamente y en una prueba de atracon que permite
determinar una conducta compulsiva al consumo. Se evalud también la respuesta
al consumo de alcohol a nivel de sistema nervioso con la expresion c-Fos y el
desarrollo de cambios plasticos con la expresién de AFosB.

El sistema circadiano

El movimiento de rotacion de la Tierra sobre su propio eje genera ciclos de
aproximadamente 24 horas; 12 horas de luz y 12 de oscuridad. Para ajustarse a
estos ciclos diarios, la mayoria de los organismos cuenta con sistemas de
adaptacioén internos que les permiten responder a estas condiciones ambientales
ciclicas, de tal manera que sus funciones se organizan formando patrones de
oscilacion conocidos como ritmos circadianos (Bell-Pedersen et al., 2005; Panda
et. al., 2002). Estos ritmos se presentan en diversos procesos bioldgicos, como en
el ciclo suefio-vigilia, el ciclo celular, la temperatura corporal, la secrecién
hormonal y la funcion intestinal, entre otros.

En mamiferos, los ritmos circadianos se generan por el reloj bioldgico, el cual se
encuentra en el NSQ del hipotalamo, éste transmite sefiales temporales a otros
tejidos y 6rganos del cuerpo conocidos como osciladores periféricos (Panda et al.,
2002) y asi, mantiene sincronizadas a las funciones fisiolégicas y conductuales de
tal modo, que se realicen obedeciendo a las fluctuaciones externas de luz -
oscuridad; debido a ello se mantiene un orden temporal interno que permite el
buen funcionamiento del organismo. En cronobiologia este orden temporal se
define como una correcta relacion de fases, tanto entre los ritmos internos del
organismo, como entre éstos y el ciclo ambiental. Una fase se refiere a un
momento dado dentro de un ritmo, por ejemplo, el punto maximo de oscilaciéon en
un ritmo es denominado acrofase y se puede utilizar como punto de referencia de
un ciclo. (Salgado- Delgado et al., 2009).

En condiciones normales de exposicion al ciclo L-O los ritmos circadianos del
organismo asumen una relacion de fase en concordancia con la sefal de tiempo
externa; ademas, las variables fisiologicas mantienen entre si una relacion de fase
interna estable. Por consiguiente, la sincronizacion se define como el ajuste de
fase del ritmo del reloj enddgeno a las sefiales ambientales externas,
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principalmente al ciclo de luz-oscuridad, el cual es el principal sincronizador del
ndcleo supraquiasmatico, En cuyo caso la via de sincronizacion es fética.
(Angeles-Castellanos 2007).

Existen otras sefiales temporales que son capaces de sincronizar al sistema
circadiano, entre las cuales se encuentran la actividad fisica, los horarios de
suefio, de alimentacion, los ciclos de temperatura y la interaccion social (Figura 1)
(Monk, 2010; Sharma & Chandrashekaran, 2005). Las vias por las que llega la
informacion externa al ndcleo supraquiasmatico son conocidas como vias de
sincronizacion (Angeles-Castellanos 2007).

Se ha descrito que, de acuerdo a su funcion y naturaleza los osciladores
periféricos responden diferencialmente a diversas sefiales sincronizadoras y para
que se considere que un individuo estd sincronizado internamente y con el medio
ambiente se requiere que exista concordancia entre todas estas sefales (Asher &
Schibler, 2011; Roberto Salgado-Delgado et al., 2010).

Figura 1. Sincronizadores del sistema circadiano. El nicleo supraquiasmético y los osciladores
periféricos se sincronizan principalmente al ciclo L-O, pero responden a otras sefiales recurrentes
que funcionan también como sincronizadores. (Figura modificada de Buttgereit, Smolen, Coogan, &
Cajochen, 2015).

Por otro lado, el control de los ritmos circadianos a nivel celular en el NSQ se basa
en una serie de asas moleculares de retroalimentacién positiva y negativa que
regulan la transcripcién ritmica de genes reloj y sus proteinas en un curso de 24
horas.



El asa de retroalimentacion comienza cuando los elementos positivos CLOCK (de
sus siglas en inglés “Circadian Locomotor Output Cycles Kaput”) y BMAL1 (de sus
siglas en ingles “Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein 17)
forman el heterodimero CLOCK: BMALL1 el cual se une a secuencias reguladoras
E-box localizadas en los promotores de los genes Per (de sus siglas en inglés
“‘Period”) y Cry (de sus siglas en inglés “Cryptochrome”). Esto activa la
transcripcion de los elementos que forman parte del asa negativa de
retroalimentacion, los genes Per (Perl, Per2 y Per3) y Cry (Cryl y Cry2) cuyos
mensajeros son traducidos a sus proteinas (PER y CRY) en el citosol a lo largo del
dia.

Durante el comienzo de la noche se forman heterodimeros PER:CRY que, al ser
fosforilados por la enzima caseina quinasa 1 (CK1) € y d y la glucégeno sintasa
quinasa 3B (GSK3p) se traslocan al nucleo, en donde se acumulan y secuestran a
los heterodimeros CIOCK:BMALL, interfiriendo con su unidn a las secuencias E-
box y asi, inhibiendo su propia transcripcion (Figura 2) (Bell-Pedersen et al., 2005;
Falcon & McClung, 2009; Logan et al., 2014).

Es asi como la maquinaria molecular del reloj regula el control ritmico de genes
presentes en el cerebro y en la periferia; y de esta manera establece el ritmo
circadiano a nivel celular de mamiferos.

Figura 2. Reloj molecular de mamiferos.(Figura modificada de Falcon & McClung, 2009; Golombek,
Bussi, & Agostino, 2014).



Disrupcion circadiana

El ritmo de vida de la sociedad actual involucra actividades que modifican la
organizacion temporal del sistema circadiano. Esto interfiere con las sefales
naturales que recibe el NSQ y que dicta a los osciladores periféricos en el cuerpo;
sin embargo, en ausencia de sefiales externas normales éste ndcleo mantiene la
sincronia interna entre fases, manifestando los ritmos en forma enddgena en
corrimiento libre (free-running). No obstante, en condiciones en las que se
prolonga esta condicién de corrimiento libre puede perderse la relacion de fases
ocasionando una pérdida en el orden temporal provocando disrupcion circadiana
(Fonken & Nelson, 2014; Navara & Nelson, 2007).

Existen diferentes formas de disrupcion circadiana, como son la desincronizacion
externa e interna. En la desincronizacion externa, no existe una relacion de fases
del NSQ con el ambiente, mientras que en la desincronizacion interna, existe una
correcta relacion de fase entre el NSQ y el medio externo, pero hay una alteracion
en la salida de sefales ritmicas de éste hacia los osciladores periféricos, lo cual
ocasiona un desacoplamiento de estos con su reloj (Salgado-Delgado et al., 2008;
Salgado-Delgado et al., 2010). Existe también la arritmicidad circadiana; en esta,
se inhibe el ritmo del NSQ debido a una modificacidén en el ciclo ambiental (Chiesa
et al., 2010).

Hay diversas circunstancias que pueden ocasionar disrupciéon circadiana; entre
ellas el acceso ilimitado a luz artificial, lo cual permite que los individuos
permanezcan activos durante la noche, modificando asi los horarios de actividad,
alimentacion e interaccion social, entre otros. Asimismo, el trabajo nocturno y los
viajes transmeridionales recurrentes que provocan jet-lag, son causa de disrupcion
circadiana (Navara & Nelson, 2007; Vosko et al., 2010).

Modelos experimentales de disrupcion circadiana

Para replicar las condiciones a las cuales se encuentran expuestos los seres
humanos, y para estudiar los mecanismos que subyacen a la disrupcién
circadiana, se han desarrollado diversos modelos experimentales con roedores.

Luz constante. - Con este modelo se trata de emular las condiciones de
contaminacion luminica y exposicion a luz por la noche. Este es un fenbmeno que



va en aumento y al que se exponen, por ejemplo, personas que trabajan de noche
y jovenes debido a actividades recreativas nocturnas.

Los estudios indican que mantener animales bajo condiciones de luz constante
afecta la funcion del ndcleo supraquiasmatico, inhibiendo su actividad, lo cual
produce arritmicidad circadiana (Ohta et al., 2005; Navara & Nelson 2007; Chiesa
et al., 2010; Grone et al; 2011).

En ratas macho se ha reportado que la exposicién a luz constante durante ocho
semanas provoca una pérdida del ritmo de la actividad locomotora, de los niveles
de melatonina y corticosterona, entre otros (Tapia-Osorio et al., 2013)

Ademas, hay mayor ganancia de masa corporal e intolerancia a la glucosa
(Fonken et al., 2010), un aumento en la predisposicidon a desarrollar tumores
(Popovich et al., 2013; Xiang et al., 2015), y un incremento en el desarrollo de
conductas tipo ansiedad o tipo depresivas (Fonken et al., 2009; Tapia-Osorio et
al., 2013).

Trabajo nocturno. - Este modelo trata de replicar las condiciones en las que los
trabajadores nocturnos (enfermeras, pilotos, veladores, obreros, entre otros) se
ven forzados a mantenerse activos durante su fase de reposo.

Existe un modelo denominado shift-lag, que imita el trabajo por turnos. En este, se
realizan cambios de fase en el ciclo luz-oscuridad y después los animales son re
entrenados a nuevos ciclos luz-oscuridad. En este tipo de estudios se ha descrito
una reduccion en la supervivencia de hamsteres con cardiomiopatia. (Penev et al.,
1998). Ademas, se ha reportado que bajo estos cambios en el ciclo luz-oscuridad
se promueve el desarrollo de cancer de higado (Filipski et al., 2009) y por otro
lado, se incrementa el consumo compulsivo de alcohol en ratones macho
C57BL/6J (Gamsby & Gulick, 2015).

Estos estudios reportan condiciones de desincronizacion debida a los cambios
constantes del ciclo de luz-oscuridad en trabajadores como pilotos y aeromozas;
sin embargo, no imitan del todo la experiencia del trabajo nocturno ya que, para
este, el ciclo luz-oscuridad es constante y lo que cambia es el patron de actividad.

En el laboratorio de Ritmos biologicos y metabolismo de la Facultad de Medicina
de la UNAM se desarrollo6 un modelo que imita de forma mas adecuada, las



condiciones a las que se exponen los trabajadores nocturnos, ya que el ciclo luz-
oscuridad se mantiene estable mientras que los animales son forzados a
mantenerse activos durante la fase de reposo.

En este modelo experimental realizado para ratas macho, estas se colocan 8
horas diarias en cilindros de metal que giran lentamente (3rpm), lo cual evita que
se duerman y las obliga a estar activas. En los cilindros las ratas tienen libre
acceso a agua y alimento (Salgado-Delgado et al., 2008). Durante los fines de
semana las ratas no son expuestas a la rueda, lo cual es similar a lo que ocurre
generalmente con el trabajador nocturno humano que trabaja por la noche en una
semana laboral de 5 dias pero al descansar los fines de semana intenta estar
activo durante el dia.

El hecho de utilizar horarios de trabajo que cambian entre semana y fin de semana
puede potenciar las alteraciones circadianas causadas por el trabajo nocturno; ya
que, ademas de estar activos en la fase de reposo y dormir durante la fase de
actividad en los dias laborales, tienen que re-sincronizarse constantemente el fin
de semana.

Con el uso de este modelo se han reportado efectos similares a los observados en
el trabajador nocturno, entre los que se encuentra una pérdida de la relacién de
fase temporal entre el nucleo supraquiasmatico y los osciladores periféricos
causando desincronizacién circadiana interna (Salgado-Delgado et al., 2010)
ademas de alteraciones en los ritmos de actividad general e ingesta de alimento,
pérdida del ritmo de glucosa, un ritmo invertido de triglicéridos, mayor ganancia de
peso y acumulaciéon de grasa intraabdominal (Salgado-Delgado et al., 2008;
Salgado-Delgado et al., 2010). Estos animales también presentan una respuesta
inflamatoria exacerbada (Guerrero-Vargas et al., 2015).

Modelos experimentales para estudiar el consumo de alcohol

Para estudiar los mecanismos que subyacen al consumo y dependencia de
alcohol, se han desarrollado modelos que tratan de imitar las condiciones del
consumo humano.

Naturalmente los roedores no consumen cantidades de alcohol necesarias para
alcanzar niveles de intoxicacion, por lo que se han desarrollado varios
procedimientos para inducir su consumo, entre ellos se encuentran, la privacion de



agua y comida para inducir polidipsia (sed extrema) (Ford, 2014), agregar
sacarosa al alcohol (Broadwater et al., 2012), un acceso intermitente con periodos
de abstinencia (Simms et al., 2008) y un escalamiento progresivo desde una
dilucion con poco porcentaje de alcohol hasta alcanzar el porcentaje deseado
(Gamsby & Gulick, 2015).

En este estudio no se utilizé6 un modelo de induccién al consumo. Se utilizdé una el
modelo de eleccion libre entre dos botellas (Two-bottle free choice paradigm) que
consiste en una prueba sencilla de preferencia entre una botella con agua y otra
con una solucién a una concentracion al 10% de alcohol; las dos botellas estan
disponibles ad libitum y el consumo se mide cada 24 horas (Ritcher & Campbell,
1940; Crabbe et al., 2011; 2011; Planeta, 2013).

Este ha sido un modelo ampliamente estudiado ya que resulta Gtil para evaluar el
consumo de alcohol ademas de que el animal decide si lo consume o no, por lo
cual imita la forma en que consumen los humanos.

Existen también modelos de alto consumo de alcohol como es el de tipo atracon
(Binge) que es la forma de consumo excesivo mas comun.

El atracon (en humanos) se define como un patron de consumo que eleva la
concentracion de alcohol en la sangre (BAC, por sus siglas en inglés) a 0.08 g/dL
0 mas en un periodo de 2 horas. Repetidos episodios de esta forma de consumo
pueden indicar el desarrollo de dependencia al alcohol (Lee et al., 2015)

En estudios con modelos animales se ha descrito atracon cuando se presenta el
consumo excesivo de alcohol en un periodo corto de tiempo sobre todo tras
periodos de abstinencia, manteniendo el criterio de presentar BAC’s de 0.08g/dL
(Sabino et al., 2013).

Sistemas neurales asociados al consumo de alcohol

El consumo de alcohol afecta sistemas neurobiolégicos que generan respuestas
heddnicas o aversivas. Entre estos sistemas se encuentra el sistema de
recompensa, constituido por una red de estructuras que interactian entre ellas
generando un sistema clave en la motivacion ante la busqueda de fuentes
naturales de recompensa, como la alimentacion y la reproduccion, pero también
ante la busqueda de drogas (Adinoff, 2004; Arias-Carrion et al., 2010).



Entre las estructuras que conforman este sistema se encuentra la corteza
prefrontal, que ejerce control sobre la toma de decisiones. Varias subregiones de
la corteza prefrontal influyen en el consumo de drogas, entre ellas la corteza
infralimbica, a la que se le ha atribuido un control inhibitorio sobre la busqueda de
alcohol. Se ha reportado que esta funcion se reduce al desarrollar dependencia,
sobre todo tras periodos de abstinencia y recaida (Meinhardt et al., 2013,
Meinhardt et al., 2015; Pfarr et al., 2015).

Otra area dentro de este sistema es el ndcleo accumbens, que se involucra con la
integracion de respuestas hedonicas y motivacionales a drogas como el alcohol
(Perrotti et al., 2008).

Este nucleo se subdivide en la region core y shell. La regidn core esta asociada a
respuestas anticipatorias, las cuales incluyen el componente de “deseo” de la
motivacion, la region shell genera respuestas inmediatas ante un estimulo por lo
que constituye el componente de “gustar” (Di Chiara, 2002; Peciiia, 2008).

En los Ultimos afios la corteza insular ha sido involucrada en el consumo de
alcohol. Esta area procesa estimulos de control ante el consumo de drogas ya que
codifica sefales interoceptivas que pueden promover un comportamiento aversivo,
el cual se pierde progresivamente con el desarrollo de una adiccién (Seif et al.,
2013). Se ha observado que la actividad de ésta area se reduce con el consumo
de drogas afectando la toma de decisiones (Droutman et al., 2015).

Los cambios progresivos que presentan estas regiones cerebrales con el consumo
de alcohol sugieren que se echan a andar procesos de plasticidad neuronal que
estan relacionados con el desarrollo de dependencia o adiccién al alcohol.

Cambios plasticos asociados al consumo de alcohol

El alcohol interactlia con numerosas estructuras neuronales, y es capaz de inducir
cambios celulares, que van desde variaciones en la excitabilidad neuronal hasta la
remodelacion de conexiones interneuronales. El desarrollo de dependencia al
alcohol es un proceso complejo, que presenta modificaciones funcionales en
muchas areas cerebrales entre las que se encuentran estructuras del sistema de
recompensa y areas del sistema corticolimbico (Hurtado et al., 2014). Estas
modificaciones se producen principalmente debido al efecto del alcohol sobre
diferentes sistemas de neurotransmisores; entre ellos el de GABA (acido y-



aminobutirico) neurotransmisor inhibitorio por excelencia; el alcohol actia como
agonista de este neurotransmisor uniéndose a los receptores GABAA y de esta
manera se incrementa su actividad en distintas areas cerebrales, entre ellas en el
la corteza prefrontal y en nlcleo accumbens (Gilpin & Koob, 2008).

En contraste con el efecto que tiene sobre GABA, el alcohol inhibe la actividad del
glutamato, neurotransmisor excitatorio por excelencia, en areas como la corteza
prefrontal, el ndcleo accumbens, el ATV y la amigdala (Hoffman, 2003) entre otras.

Ademas de actuar sobre estos neurotransmisores, el alcohol incrementa la
liberacibn dopamina hacia el nucleo accumbens (Gilpin & Koob, 2008). Esto a
través de la accion de péptidos opioides, moléculas producidas por el cuerpo que
actuan de forma similar a la morfina y heroina, involucrandose en el proceso de
reforzamiento. En el area tegmental ventral (ATV) existen neuronas
dopaminérgicas, que en ausencia de estimulos de recompensa se encuentran
inhibidas por la actividad de GABA; a diferencia de en otras areas, al consumir
alcohol, los péptidos opioides actuan inhibiendo la actividad GABAergica en esta
area, lo cual promueve la liberacion de dopamina de ésta area hacia el nudcleo
accumbens (Figura 3) (Clapp et al., 2008).

Con el consumo crénico se modifican patrones de liberacion de estos
neurotransmisores, por ejemplo, en el desarrollo de tolerancia, los receptores
GABAA se desensibilizan a los efectos del alcohol, lo cual lleva a consumir una
mayor cantidad para poder obtener los efectos iniciales.

Cuando se ha desarrollado tolerancia y el consumo de alcohol se detiene puede
presentarse un “Sindrome de abstinencia” que ocurre debido a que existen
diferentes areas cerebrales sensibilizadas a una estimulacion continua de GABA y
cuando el alcohol (agonista) no esta presente, se detiene la estimulacion de los
receptores GABAA y en consecuencia, se incrementa el efecto del glutamato, lo
gue ocasiona un estado de hiperexcitabilidad que contribuye a un consumo
excesivo durante la recaida. Por otro lado, en el ATV se activa la liberacion GABA,
lo que a su vez, inhibe la liberacion de dopamina al ndcleo accumbens;
contribuyendo también al desarrollo de sindrome de abstinencia y a presentar
recaidas al consumo (Figura 3.) (Bayard et al., 2004; Gilpin & Koob, 2008; Clapp
et al., 2008).
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Figura 3. Mecanismos de accion del alcohol a nivel cerebral. El alcohol tiene efectos sobre
diferentes sistemas de neurotransmisores y péptidos opioides, los cuales son distintos durante una
intoxicacion aguda y durante un periodo de abstinencia. Modificada de Clapp et al., 2008.

Desde hace tiempo se ha descrito que la regulacidén de la expresion génica es un
componente importante de la plasticidad neuronal desarrollada a partir del
consumo de alcohol y otras drogas; varios factores de transcripcion se involucran
en dicha regulacion.

La familia de factores de transcripcion fos incluye a cuatro miembros principales:
c-Fos, FosB, FosL1 y FosL2. Los miembros de esta familia se heterodimerizan con
miembros de la familia Jun para después formar complejos con la proteina
activadora 1 (AP1), los cuales se unen a sitios AP-1 en secuencias promotoras,
causando la expresion o supresion génica. Los genes que codifican para las
proteinas Fos y Jun son denominados genes de expresion inmediata (IEG'S),
debido a que se activan rapidamente como respuesta a diversos estimulos, pero
Su expresion es transitoria (Ruffle, 2014).

AFosB (delta FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B) es una
variante de alta estabilidad que se genera a partir de splicing alternativo del gen
FosB. Es una proteina conformada por 237 aminoacidos que carece de los 101
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aminoacidos presentes en la region carboxilo terminal de FosB, por lo que es una
forma trunca de este factor de transcripcion; sin embargo, también se
heterodimeriza con miembros de la familia Jun formando complejos con AP-1.
(Ruffle, 2014).

El consumo agudo de alcohol induce la expresion de factores de transcripcion
como c-Fos en diversas areas cerebrales, tales como las del sistema de
recompensa; sin embargo, con este tipo de administracién, las proteinas regresan
a niveles basales dentro de horas (Chang et al., 1995; Renthal et al., 2008; Smith
et al., 2016). Una respuesta distinta es observada en administraciones cronicas,
en las cuales se reduce la expresion de factores como c-Fos y se observa la
acumulacion de AFosB en las mismas areas cerebrales por semanas (Perrotti et
al., 2005; Perroti et al., 2008).

En exposiciones cronicas a alcohol, el gen AFosB es altamente inducido en el
nucleo accumbens; esta induccidn incrementa las respuestas de recompensa tras
la administracién de alcohol. AFosB también se ha detectado en areas como el
ATV, la amigdala, el hipocampo y en menor proporcion en la corteza prefrontal, en
la cual se asocia con los efectos de la droga sobre el rendimiento cognitivo.
(Perrotti et al., 2005; Ruffle, 2014).

La acumulacién de células positivas a AFosB debida al consumo repetido de
drogas se asocia al desarrollo de plasticidad neuronal por formacion de espinas
dendriticas (Lee et al., 2006; Grueter et al., 2013). Esta acumulacion parece tener
relacion con un incremento de las respuestas motivacionales ante la exposicién
repetida de drogas como el alcohol lo cual puede ser un factor que incremente el
consumo (Ozburn et al., 2012).

Disrupcién circadiana y consumo de alcohol

Las perturbaciones del sistema circadiano se consideran factores de riesgo para el
desarrollo de trastornos adictivos al tabaco, a las drogas y al alcohol (McClung,
2007; Logan et al., 2014). La literatura relaciona a las perturbaciones en los ritmos
circadianos, a nivel genético o ambiental, con el consumo de alcohol (Gamsby et
al., 2013; Hammer et al., 2010; Rosenwasser, 2015).
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Spanagel et al., 2005 reportaron que ratones macho mutantes para el gen reloj
Per2 incrementaron el consumo de alcohol a diferentes concentraciones en un
paradigma de libre eleccion con agua, esto respecto a ratones silvestres.

Del mismo modo, Gamsby et al., 2013 observaron que ratones machos y hembras
mutantes para Perl o Per2 o para ambos genes, que expresan proteinas que
carecen de un dominio clave para la funcion circadiana normal, incrementan el
consumo de alcohol a diferentes concentraciones en un paradigma de libre
eleccion con agua comparados con ratones silvestres.

A través de la manipulacion del ciclo luz-oscuridad se ha descrito que en ratas de
la cepa (HAD1) que presenta alto consumo de alcohol, adelantos de fase
repetidos de 6 horas cada 3-4 semanas incrementa ligeramente el consumo de
alcohol en hembras bajo un paradigma de libre eleccién con agua (Clark et al.,
2007).

Ademas, en ratones C57BL/6J con un periodo alternado que iba de 12 horas luz
12 oscuridad (12:12) a 18 horas luz y 6 horas oscuridad (18:6) cada tres dias por
tres semanas, se observd el desarrollo de un consumo compulsivo de alcohol al
8% (J (Gamsby & Gulick, 2015).

Por otro lado, se ha reportado que la exposicidon a luz constante no modifica el
consumo de alcohol en tratamientos crénicos; por ejemplo, en ratas expuestas a
luz constante, el consumo de alcohol al 10% no se modificé durante los primeros
diez dias de tratamiento; sin embargo, durante los siguientes diez dias se observo
una disminucion en el consumo en comparacion con un grupo control (Goodwin et
al., 1999). En hamsteres expuestos a luz constante, tampoco se observaron
cambios en el consumo de alcohol al 20% bajo un paradigma de libre eleccién con
agua (Hammer et al., 2010).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Existe discordancia entre diversos estudios respecto al efecto de las alteraciones
en el sistema circadiano y el consumo de alcohol. Los efectos parecen depender
del sexo, de la especie, de la cepa y de la manera en que se ofrece el alcohol,
entre otros. En estos estudios se ha evaluado la ingesta durante administraciones
repetidas de alcohol; sin embargo, en ellos no se estudia lo ocurrido tras un
periodo de abstinencia al mismo. Ademas, hace falta comprender cémo la
disrupcion circadiana podria modificar a los sistemas cerebrales que modulan la
ingesta de alcohol para alterar el consumo.

El presente estudio propone que la disrupcion circadiana afecta a los ndcleos
cerebrales reguladores de la conducta emocional (la corteza infralimbica, la
corteza insular y el nucleo accumbens en sus dos regiones core y shell). La
pérdida de coordinacion circadiana en estas areas podria ser la causa de que se
desencadene un consumo exacerbado de alcohol.

Para evaluar lo anterior se implementaron dos modelos experimentales: Uno que
se asemeja a las condiciones de trabajo nocturno (T) y que produce
desincronizacion interna (Salgado- Delgado et al., 2008) y otro de arritmicidad por
exposicién cronica a luz constante (LL). Se evaluo la disrupcion circadiana; por un
lado, mediante el registro automatizado de actividad y, por otro lado, con la
presencia de ritmo dia-noche en la expresion de la proteina PER1 a nivel cerebral.
En una segunda fase se compar6 el consumo de una solucibn a una
concentracion del 10% de alcohol en un paradigma de libre eleccion con agua, se
midi6é la cantidad ingerida de cada uno diariamente y en una prueba de atracon
que permite determinar una conducta compulsiva al consumo. Se evalu6 también
la respuesta al consumo de alcohol a nivel cerebral (corteza infralimbica, corteza
insular, nacleo accumbens core y shell y nucleo supraquiasmatico) con la
expresion c-Fos y el desarrollo de cambios plasticos con la expresion de AFosB.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar el efecto que tiene la desincronizacion o arritmicidad circadiana
en la rata sobre el consumo de alcohol.

Objetivos especificos

e Evaluar el establecimiento de desincronizacién o arritmicidad circadiana a nivel
conductual.

e Evaluar el ritmo dia-noche de Perl en areas del sistema de recompensa,
C. insular y NSQ de ratas con desincronizaciéon o arritmicidad circadiana y sus
controles.

e Evaluar la conducta compulsiva al consumo de alcohol en ratas con
desincronizacion o arritmicidad circadiana y sus controles mediante una prueba
de atracon.

e Evaluar el consumo de alcohol en ratas con desincronizacién o arritmicidad
circadiana y sus con controles

e Evaluar los niveles basales de c-Fos y AFosB y su respuesta al consumo de

alcohol en areas del sistema de recompensa, C. insular y NSQ en ratas
desincronizadas o arritmicas y sus controles.
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HIPOTESIS

Hipoétesis general

e Las ratas con desincronizacion o arritmicidad circadiana consumiran mas
alcohol que un grupo control sincronizado al ciclo luz-oscuridad.

Hipotesis especificas

e Las ratas desincronizadas o arritmicas perderan un patron definido de actividad
nocturna.

e Las ratas con desincronizadas o arritmicas perderan la diferencia dia-noche de
Perl en areas del sistema de recompensa, C. insular y NSQ mientras que sus
controles lo mantendran.

e Las ratas desincronizadas o arritmicas consumiran mas alcohol que el grupo
control.

e Las ratas desincronizadas o arritmicas desarrollaran una conducta compulsiva
consumiendo una cantidad mayor de alcohol que el control durante una prueba
de atracon.

e El| consumo de alcohol se asociara a cambios en el numero de células

positivas a c-Fos y AFosB en el sistema de recompensa, C. insular y NSQ en
ratas desincronizadas o arritmicas y sus controles.
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METODOS

Animales y condiciones generales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (n=48) con un peso inicial entre 230-
2509 (dos y medio meses de edad) provenientes del bioterio central de la facultad
de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM). Se
mantuvieron en cajas de acrilico individuales (45 x 30 x 20 cm) con agua y
alimento ad libitum. Para el monitoreo automatizado de conducta los animales se
alojaron en cuartos de registro, en los cuales se mantuvieron condiciones de
iluminacién reguladas, estos cuartos cuentan con intercambio de aire filtrado
constante y una temperatura de 21 +/- 1° C.

Se ajusto el ciclo luz-oscuridad de acuerdo a su condicion experimental. El manejo
de los animales se realiz6 de acuerdo a lo establecido por el Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la UNAM (063/2016).

El estudio consistié de 2 fases:
Disefio experimental fase 1

En una primera fase se evaluaron las condiciones de disrupcién circadiana con un
registro conductual y la determinacién del ritmo dia (9hrs) / noche (20 hrs) para la
proteina PER1 mediante una prueba de inmunohistoquimica. Los cerebros
obtenidos de noche se aprovecharon para determinar las células positivas a c-Fos
y AFosB sin alcohol.

Los animales (n=24) se asignaron aleatoriamente a una de las siguientes
condiciones:

e Control (C). - (n=8) Consisti6 en mantener a las ratas en un ciclo de luz-
oscuridad 12:12 (Luz encendida a las 7:00h) durante 26 dias

¢ Modelo de Trabajo nocturno (T). -(n=8). Las ratas asignadas a la condicion
de trabajo nocturno se mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad 12:12 (Luz
encendida a las 7:00h) por 26 dias; ademas fueron colocadas 8 horas de
lunes a viernes durante la fase de luz (de 9:00h a 17:00h) en cilindros
rotatorios que giran a una velocidad de 1 revolucion en 3 min.
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e Luz constante (LL). - (n=8). Consisti6 en mantener a las ratas con la luz
prendida (361 luxes) durante 26 dias.

Después de 26 dias de exposicion a cada una de estas condiciones se determino
bajo condiciones basales sin alcohol, la expresion de Perl, c-Fos y AFosB (Figura
4).

Figura 4. Disefio experimental de la fase 1.

Diseino experimental 2

En la segunda fase del estudio los animales se mantuvieron en una de las
condiciones descritas en el disefio experimental de la fase 1 por 28 dias
posteriormente se les dio acceso al consumo de alcohol al 10% en un paradigma
de libre eleccion con agua. Se registro el consumo diario de alcohol y agua por 12
dias para después privar a los animales de alcohol por 72 horas, al finalizar estas
horas se corrié una prueba de atracon al alcohol, posterior a la cual, se extrajeron
los cerebros para evaluar la respuesta de c-Fos y AFosB mediante una prueba de
inmunohistoquimica (Figura 5).
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Figura 5. Disefio experimental de la fase 2.

Registro automatizado de conducta

El monitoreo automatizado de la conducta permiti6 determinar el proceso de
sincronizacion/desincronizacion o arritmicidad de los ritmos de actividad. Las ratas
se alojaron individualmente en cajas de acrilico transparente como se describié
previamente. Estas cajas se colocaron en armarios sonoamortiguados que
cuentan con un sistema de control del ciclo luz-oscuridad y un sistema de
ventilacion y circulacion de aire. Los armarios tienen espacio para ocho cajas y
bajo cada una de ellas hay una placa de metal con sensores de movimiento. Los
movimientos de las ratas fueron transformados a pulsos analégicos, los cuales se
colectaron por un sistema computarizado Spad9 (OMNIALVA) y se almacenaron
en unidades de 1-5 minutos para un analisis posterior.

Los datos conductuales se representaron como actrogramas y perfiles de actividad
obtenidos a partir del promedio de actividad diario, se analizaron con el programa
Spad9 disefiado para el laboratorio de Ritmos biol6gicos y metabolismo de la
Facultad de Medicina, UNAM. Estas pruebas permitieron determinar la
organizacion temporal de los animales bajo las distintas condiciones.

Administracion de alcohol

Se utilizé un paradigma de libre eleccion entre agua y alcohol en una dilucién al
10%. Para introducir la bebida de alcohol, y para que todos los sujetos lo probaran
y asi evitar neofobia durante el protocolo de consumo, las ratas fueron privadas de
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agua por una noche y Unicamente se les dio acceso a una botella con alcohol.
Posteriormente, el acceso a alcohol fue de lunes a viernes de las 17:00 h y hasta
las 9:00 h del dia siguiente (16 horas diarias de exposicién a alcohol) y ad libitum
en fin de semana. Este esquema se siguié por 12 dias para los tres grupos,
tomando un registro diario de la cantidad consumida. Este horario se ajusté con
base en el grupo T, modelo de trabajador nocturno, que requiere permanecer de
9:00 a 17:00 h en los cilindros rotatorios de lunes a viernes. Las botellas de agua y
alcohol se intercambiaron de posicion diariamente para evitar preferencia de lugar
en las ratas.

El consumo de alcohol se reporté en g/kg de peso. Para la conversion de mL a
g/kg se utilizaron los siguientes parametros:

Cantidad de alcohol ingerida por animal
Porcentaje de alcohol en la dilucion= 10%
Densidad del alcohol a 19°C= 0.79029g/mL
Peso por animal

Primero se multiplicé la cantidad de dilucion ingerida por el porcentaje de alcohol
en la misma.
(mL de solucion) (0.1) = mL de alcohol ingeridos

Posteriormente se obtuvo la cantidad de alcohol en gramos equivalente a los
mililitros de alcohol ingeridos, a partir de la féormula de densidad.

p (9/mL) =m/v Se despejo la masa m(g)= p*v

(densidad del alcohol g/mL) (volumen de alcohol ingerido mL) = gramos de alcohol
ingerido

Finalmente, con una regla de tres se obtuvo la equivalencia en gramos por
kilogramo a partir del peso del animal y de los gramos de alcohol ingerido

gramos de alcoholingerido -  peso en kg del animal
[ g/kg ingeridos] - 1kg

Prueba tipo atracén

Después de los 12 dias de exposicion al alcohol, siguié un periodo de 72 horas de
privacion al mismo, al término de este periodo se dio libre acceso a una cantidad
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de 20 mL de alcohol al 10% y a 50 mL de agua durante una hora (17:00-18:00) y
posteriormente se registro la cantidad de alcohol y agua ingeridos.

Procesamiento de cerebros

Después de 26 dias en las condiciones circadianas asignadas se sacrifico a los
animales en dos puntos temporales 9 h'y 20 h. Por otro lado, posterior a la prueba
de atracdn se sacrificd a los animales 1:30 horas después del acceso al alcohol.
Se les inyectd a los animales una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital
sédico (ImL) y luego se perfundieron a través de una puncion cardiaca en el
ventriculo izquierdo hacia la aorta dejando fluir durante 8 minutos 250 mL de
solucién salina isotonica al 0.9% para lavar el tejido, seguida de 250 mL de
paraformaldehido al 4% en buffer fosfatos 0.1 nM y pH 7.2 (PB) para fijar el tejido.
Se les extrajo el cerebro colocandolo en paraformaldehido para postfijarlo por 24 h
seguido de crioproteccidn con sacarosa al 30% diluida en una solucion de PB.

Se realizaron cortes coronales (40 pum) en un criostato a -19°C los cuales se
recolectaron en cuatro series y se colocaron en PB con NaCl al 0.9% (PBS), se
mantuvieron en sacarosa al 30% diluida en una solucibn de PB hasta su
procesamiento.

Inmunohistoquimica para PER1, c-Fos y AFosB
PER1

Se tomd6 una primer serie de los cortes de cada cerebro y se incub6 con el
anticuerpo primario anti PER1 hecho en cabra (Santa Cruz Biotechnology) a 4°C
durante 72 horas a una dilucién 1:500 en PBS con gelatina natural al 2.5% Yy tritdn
X-100 al 1% (PBSGT), posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario
Biotinilado anti-cabra hecho en caballo (Vector Laboratories Inc.) a temperatura
ambiente a una dilucion de 5:1000 en PBSGT durante 90 minutos, finalmente se
realiz6 una tercera incubacion en el complejo AB (avidina-biotina, Vector
Laboratories Inc.) a temperatura ambiente a una dilucién de 9:1000 en PBSGT
durante 90 minutos. Al finalizar la tercera incubacion, se activd la reaccion de
oxidacion con diaminobenzidina diluida en trizma pH 7.2 (1.54g por cada 100mL) y
peroxido de hidrégeno (25 pL de H202 al 30% por cada 50mL). Antes y después
de cada una de las incubaciones, asi como al finalizar el revelado con
diaminobenzidina se realizaron tres lavados de diez minutos con PBS.
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c-Fos

Se tomo otra serie de los cortes de cada cerebro y se incub6 con el anticuerpo
primario anti c-Fos hecho en conejo (Santa Cruz Biotechnology) a 4°C durante 72
horas a una dilucién 1:1000 en PBSGT, posteriormente se incubaron con el
anticuerpo secundario Biotinilado anticonejo hecho en cabra (Vector Laboratories
Inc.) a temperatura ambiente a una dilucion 5:1000 en PBSGT durante 90 minutos,
finalmente se realizé una tercera incubacién en complejo AB (avidina-biotina
Vector Laboratories Inc.) a temperatura ambiente a una dilucién 9:1000 en PBSGT
durante 90 minutos. Al finalizar la tercera incubacion, se activd la reaccion de
oxidacion con diaminobenzidina diluida en trizma 7.2pH (1.54g por cada 100mL) y
peroxido de hidrégeno (25 pyL de H202 al 30% por cada 50mL). Antes y después
de cada una de las incubaciones, asi como al finalizar el revelado con
diaminobenzidina se realizaron tres lavados de diez minutos con PBS.

AFosB

Se tomd una tercer serie de los cortes de cada cerebro y se incub6 con el
anticuerpo primario AFosB hecho en conejo (Santa Cruz Biotechnology) a 4°C
durante 72 horas a una dilucion 1:1500 en PBSGT, posteriormente se incubaron
con el anticuerpo secundario Biotinilado anticonejo hecho en cabra (Vector
Laboratories Inc.) a temperatura ambiente a una dilucion de 5:1000 en PBSGT
durante 90 minutos, finalmente se realizé una tercera incubacion en complejo AB
(avidina-biotina Vector Laboratories Inc.) a temperatura ambiente a una dilucion de
9:1000 en PBSGT durante 90 minutos. Al finalizar la tercera incubacion, se activd
la reaccién de oxidacion con diaminobenzidina diluida en trizma 7.2pH (1.54g por
cada 100mL) y peréxido de hidrégeno (25 puL de H202 al 30% por cada 50mL).
Antes y después de cada una de las incubaciones, asi como al finalizar el revelado
con diaminobenzidina se realizaron tres lavados de diez minutos con PBS.

Los cortes se montaron en portaobjetos gelatinizados, una vez secos se
deshidrataron gradualmente en un tren de histologia con alcohol a diferentes
concentraciones, 70, 80 90 y 100% y se aclararon con xilol, posteriormente se
cubrieron con cubreobjetos y resina Entellan (Merck).
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Analisis de resultados

Para la cuantificacion de las células inmunopositivas a PER1, c-Fos y AFosB se
seleccionaron cortes de acuerdo al atlas esterotaxico para rata de Paxinos y
Watson (sexta edicidbn compacta 2009) para la corteza infralimbica (3.24, 3.00 y
2.76 mm anterior a bregma), insula (1.56, 1.44, 1.28, 1.20 y 1.24 mm anterior a
bregma), nucleo accumbens (1.56, 1.44, 1.28, 1.20 y 1.24 mm anterior a bregma)
y ndcleo supraquiasmatico (-0.60, -0.72, -0.84 y -0.96 posterior a bregma). Se
obtuvieron imagenes de estas areas utilizando un microscopio 6ptico (Leica ICC50
HD), el cual cuenta con una camara (Evolution LC color) conectada a una
computadora, las imagenes se obtuvieron a un aumento de 10x (corteza
infralimbica, nucleo Accumbens e insula) y 20x (nucleo supraquiasmatico) y se
digitalizaron con el sistema Image-Pro Plus 5.1.

El conteo de las células inmunopositivas para PER1, c-Fos y AFosB se realiz6 con
el programa computarizado de analisis de imagenes imageJ Launcher (NIH).

Analisis estadistico

El andlisis de las células inmunopositivas a PER1 se realiz6 con una “t” de Student
pareada en la que se comparo el dia contra la noche para cada grupo.

Para evaluar el consumo de alcohol se compar6 el consumo por dia entre grupos,
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias para medidas repetidas, en
el que los factores a comparar fueron los grupos (C, T y LL) y los dias de
exposicién a alcohol, ademas de un analisis de comparaciones multiples (prueba
post hoc) mediante la prueba de Tukey.

El consumo promedio de alcohol y de agua por grupo se comparé mediante un
ANOVA de una via, en el que se compararon los grupos (C, Ty LL), y un analisis
de comparaciones multiples (prueba post hoc) mediante la prueba de Tukey.

Para el consumo durante la prueba de atracon se utilizé un ANOVA de una via en
el cual se compararon los grupos (C, T y LL) contra el consumo de alcohol
ademas de un andlisis de comparaciones multiples (prueba post hoc) mediante la
prueba de Tukey.

Tanto el analisis de células inmunopositivas para c-Fos como para AFos se realizd
mediante un ANOVA de dos vias en el que se hizo una comparacion entre grupos
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(C, Ty LL) e intra grupos antes vs. después del consumo de alcohol; ademas, se
realiz6 un analisis de comparaciones multiples (prueba post hoc) mediante la
prueba de Tukey.
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RESULTADOS

Analisis conductual

Después de tres semanas de exposicion a las condiciones experimentales de los
grupos control, trabajo nocturno o luz constante, los registros de actividad se
evaluaron para observar el establecimiento de disrupcién circadiana a nivel
conductual.

El grupo control mostré un ritmo diario de actividad sincronizada al ciclo luz-
oscuridad presentando mayor actividad durante la noche. En el lapso de 12 dias
de administracion de alcohol, el patron de actividad nocturna no se modificé
(Figura 6).

Figura 6. Actividad del grupo control. (A) Actograma en duplicado representativo de la actividad del
grupo control. (B) Promedio de actividad diaria sin alcohol a lo largo de dos fines de semana previos
al consumo de alcohol, sefialados en el actograma con los rectangulos superiores azules (n=8). (C)
Promedio de actividad diaria a lo largo de dos fines de semana durante el consumo de alcohol,
sefialados en el actograma con los dos rectangulos inferiores azules (n=8). (D) Porcentaje de
actividad antes y durante el consumo de alcohol.

Se observa un patrén de actividad nocturna definido el cual no se ve alterado con la exposicion a
alcohol. Los cuadros azules en el actograma indican los dias de exposicion a alcohol. El cuadro rojo
indica el acceso a alcohol durante la prueba de atracén (1 hora).
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En las ratas bajo el protocolo de trabajo (T) prevalecié un patrén definido de
actividad nocturna. No se observaron cambios en el patron de actividad durante el
periodo de administracion de alcohol y en los fines de semana continud
observandose el mismo patron de actividad nocturno (Figura 7).

Figura 7. Actividad del grupo trabajador. (A) Actograma en duplicado representativo de la
actividad del grupo trabajador (B) Promedio de actividad diaria sin alcohol a lo largo de dos fines
de semana previos al consumo de alcohol, sefialados en el actograma con los dos rectangulos
superiores rojos (n=8). (C) promedio de actividad diaria a lo largo de dos fines de semana
durante el consumo de alcohol, sefialados en el actograma con los dos rectangulos inferiores
rojos (n=8). (D) Porcentaje de actividad antes y durante el consumo de alcohol.

Se observa un patrén de actividad nocturna definido, que corresponde con la exposicion a la
rueda, el cual no se alterd con el consumo de alcohol.

Los cuadros azules en el actograma indican los dias de exposicion a alcohol. El cuadro rojo
indica el acceso a alcohol durante la prueba de atracén (1 hora).
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Para las ratas expuestas a luz constante se presento inicialmente corrimiento libre,
seguido por arritmicidad aproximadamente en la tercera semana, como puede
observarse en el actograma. En el perfil de actividad se muestra una pérdida del
ritmo circadiano de actividad observandose valores similares entre el dia y la
noche; sin embargo, se presentan picos de actividad alrededor de cada 3-4 horas.
Esto continud en el periodo de administracién de alcohol. (Figura 8).

Figura 8. Actividad del grupo de luz constante. (A) Actograma en duplicado representativo de la
actividad del grupo de luz constante. (B) Promedio de actividad diaria sin alcohol a lo largo de
dos fines de semana previos al consumo de alcohol, sefialados en el actograma con los dos
rectangulos superiores negros (n=8). (C) promedio de actividad diaria a lo largo de dos fines de
semana durante el consumo de alcohol, sefialados en el actograma con los dos rectangulos
inferiores negros (n=8). (D) Porcentaje de actividad antes y durante el consumo de alcohol.

Se observa corrimiento libre seguido por arritmicidad, la cual persiste con el consumo de
alcohol.

Los cuadros azules en el actograma indican los dias de exposicion a alcohol.

El cuadro rojo el acceso a alcohol durante la prueba de atracén (1 hora).
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Analisis neuronal previo al consumo de alcohol mediante Per1

Previo al consumo de alcohol y para corroborar el establecimiento de un proceso
de disrupcion circadiana se evalué el nimero de células inmunopositivas para
PER1 en cinco areas cerebrales: La corteza infralimbica, la corteza insular, el
ndcleo accumbens core y shell y el nucleo supraquiasmatico, en dos puntos
temporales, a las 9:00 h (n=4 por grupo) y a las 20:00 h (n=4 por grupo).

Los animales control (C) presentaron un ritmo dia-noche de PER1 en todas las
areas, observandose un mayor numero de células inmunopositivas durante la
noche, a excepcion de la corteza insular en donde se observd una tendencia
similar, pero no fue estadisticamente significativa (Figuras 9-16). Una prueba “t” de
Student indicé diferencias significativas para este grupo entre el dia y la noche en
la corteza infralimbica (*p=0.0002), nucleo accumbens core (*p=0.046) y shell
(*p=0.016), y en el nucleo supraquiasmatico (*p=0-002).

El grupo expuesto a trabajo forzado (T) mantuvo el ritmo dia-noche de PER1 en la
corteza infralimbica y corteza insular. La prueba “t” de Student indicé diferencias
significativas para el grupo T entre el dia y la noche en la corteza infralimbica
(*p=0.013) y en la corteza insular (*p=0.023) (Figura 9-11)

Por otro lado, los animales del grupo LL perdieron el ritmo normal en estas dos
areas (Figuras 9, 10 y 11). En este caso La “t” de Student no indicé diferencias
entre el dia y la noche, ni en la corteza infralimbica (p= 0.47) ni en la corteza
insular (p=0.057) (Figura 9-11).
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Figura 9. Numero de células positivas a PER1 en A) Corteza infralimbica. Se encontraron
diferencias significativas dia vs noche en el grupo C (*p=0.0002) y en el grupo T (p*=0.013);
el de LL no present6 ritmo. B) Corteza insular. Se encontraron diferencias significativas entre
dia y noche en el grupo T (*p=0.023). Prueba “t” de Student; (n=4 por grupo).
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Corteza infralimbica

Figura 10. Fotografias representativas del nimero de células positivas a PER1 dia vs noche en la
corteza infralimbica de un animal. Arriba grupo control (C), centro grupo trabajador (T) y abajo
grupo luz constante (LL).
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Corteza insular

Figura 11. Fotografias representativas del nimero de células positivas a PER1 dia vs noche en la
corteza insular de un animal. Arriba grupo control (C), centro grupo trabajador (T) y abajo grupo luz
constante (LL).
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En el nacleo accumbens core y shell, el grupo T perdié el ritmo dia—noche en el
namero de células positivas a PER1 (p=0.60) y (p=0.94) respectivamente.

El grupo bajo LL mostrd valores mas bajos en ambas regiones; perdié el ritmo en
el core (p=0.48) y mostré una diferencia significativa dia-noche en el shell

(*p=0.011) (Figuras 12, 13y 14).

Figura 12. Numero de células positivas a PER1 en A) Nucleo accumbens core. Se encontraron
diferencias significativas dia vs noche en el grupo C (*p=0.046); no se presentd ritmo en el T ni en
el LL. B) Nucleo accumbens shell Se encontraron diferencias significativas dia vs noche en el
grupo C (*p=0.016) y en el LL (*p=0.011); el T no presentd ritmo. Prueba “t” de Student; (n=4 por

grupo).
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Nucleo accumbens core

Figura 13. Fotografias representativas del nimero de células positivas a PER1 dia vs noche en el
nacleo accumbens core de un animal. Arriba grupo control (C), centro grupo trabajador (T) y abajo
grupo luz constante (LL).
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Nucleo accumbens shell

Figura 14. Fotografias representativas del nimero de células positivas a PER1 dia vs noche en el
nucleo accumbens shell de un animal. Arriba grupo control (C), centro grupo trabajador (T) y abajo
grupo luz constante (LL).
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En el nucleo supraquiasmatico, se observa un ritmo dia-noche en el grupo C
(*p=0.002), asimismo las ratas del grupo T mantuvieron el ritmo (*p=0.0008),
mientras que las ratas LL lo perdieron (p=0.06) (Figuras 15y 16).

Figura 15. Numero de células positivas a PERL1 en el nlcleo supraquiasmatico. Se encontraron
diferencias significativas dia vs noche en el grupo C (P*<0.002) y el T (P*<0.0008), mientras que el
grupo LL no mostro6 ritmo. Prueba “t” de Student; (n=4 por grupo).
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Nucleo supraquiasmatico

Figura 16. Fotografias representativas del nimero de células positivas aPER1 dia vs noche en el
nucleo supraquiasmatico de un animal. Arriba grupo control (C), centro grupo trabajador (T) y abajo
grupo luz constante (LL)
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Consumo de alcohol

Al concluir el periodo de tres semanas de disrupcion circadiana los animales de los
tres grupos tuvieron acceso a una botella de agua y una botella de alcohol al 10%
por 12 dias (n=8 / grupo) (figura 17).

Por 12 dias se tomd un registro diario de la ingesta de agua y de alcohol
representado en g/kg de peso. Las ratas tuvieron acceso a 16 horas de alcohol
entre semana (17:00-9:00 del dia siguiente); y ad libitum durante el fin de semana.

Un ANOVA de dos vias indic6 diferencias significativas en el consumo de alcohol
entre grupos [F (2, 14) = 5.224, *p=0.020], asi como entre los dias [F @, 77) = 3.650,
*p=0.0003] siendo el grupo trabajador el que registr6 el mayor consumo. (Figura
17A). Mediante el analisis de comparaciones multiples (prueba post hoc) con la
prueba de Tukey se obtuvieron diferencias significativas entre el grupo C y el
grupo T en los dias 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 12 (*p=0.05); por otro lado, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos C y LL a lo largo de la
administracion repetida (p> 0.05).

Se obtuvo también el consumo promedio diario de alcohol; en el cual, se
obtuvieron diferencias significativas entre grupos [F (2,33 =27.58, *p<0.0001]. La
prueba post hoc indicé diferencias entre el grupo C vy el grupo T, siendo éste Ultimo
el que presentd el mayor consumo de alcohol (figura 17B).

El consumo de agua para los tres grupos (mL) se mantuvo sin diferencias a lo
largo del protocolo de administracion de alcohol; asimismo, al promediar el
consumo diario entre grupos no se obtuvieron diferencias (figura 17C). No se
obtuvieron diferencias significativas en el consumo de agua entre grupos [F (2,21
=0.1349, p=0.065].
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Figura 17. Consumo de alcohol. A) Consumo por dia para los tres grupos. El grupo T present6 un
mayor consumo que el grupo C (ANOVA de dos vias: *p=0.020). B) En el consumo promedio entre
grupos se observé un mayor consumo de alcohol para el grupo T en comparacién con el grupo C
(ANOVA de una via: *p<0.0001). C) No hubo diferencias en el consumo de agua entre tratamientos.
(ANOVA de una via: P=0.065) (n=8).

El * indica una diferencia significativa con respecto al control.

Prueba de atracon

Durante esta prueba cada animal (n=8) tuvo libre acceso a una botella con 20 mL
de alcohol y otra con 50 mL de agua durante una hora, se obtuvo el registro en
g/kg de peso corporal para el alcohol y en mL para el agua (figura 18).

Se registr6 un mayor consumo de alcohol en el grupo T y en el grupo LL
observandose variabilidad intragrupo para ambos, caracterizada por ratas con alto
consumo y otras con bajo consumo. Para las ratas control el consumo se mantuvo
con poca variabilidad (Figura 18A).
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El analisis realizado indicé diferencias significativas entre grupos en el consumo
durante la prueba de atracon [F (2, 21y = 5.211, *p= 0.014]. La prueba post hoc
indico diferencias entre el grupo C y el grupo T, asi como entre el grupo C y el
grupo de LL (figura 18A).

En cuanto al consumo de agua durante esta prueba todos los animales tomaron
cantidades similares de agua (Figura 18B). No se obtuvieron diferencias
significativas [F (2, 21) = 1.544, p= 0.236].

Figura 18. Consumo de alcohol durante la prueba tipo Binge. A) Tanto el grupo de LL como el
T consumieron significativamente mas alcohol que el grupo C durante una prueba de atracén.
(ANOVA de una via: *p=0.014)

B) No se obtuvieron diferencias significativas en el consumo de agua (ANOVA de una via
p=0.236) (n=8)

El * indica una diferencia significativa con respecto al control.
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Actividad neuronal como respuesta al consumo de alcohol por medio de c-
Fos

Se evalué el niumero de células inmunopositivas a c-Fos antes (20 horas) (n=4 por
grupo) y después del consumo de alcohol en la prueba de atracén (19:30 horas)
(n=6 por grupo) para los tres grupos en cinco areas cerebrales: La corteza
infralimbica, la corteza insular, el nlcleo accumbens core y shell y el ndcleo
supraquiasmatico. Las n’s son distintas debido a que para la evaluacién previa al
consumo fueron utilizados solo los cerebros correspondientes al disefio
experimental 1 del punto temporal nocturno; esto, para evitar variaciones
circadianas de c-Fos.

Para la corteza infralimbica, los tres grupos en la fase previa a la exposicion de
alcohol mostraron un numero similar de células positivas a c-Fos. Posterior al
intervalo de consumo se observé un aumento de células positivas en el grupo C y
en el grupo LL en donde la activacion fue mayor para éste ultimo. No se
presentaron cambios en la activacion para las ratas T (Figura 19A y 20).

ElI ANOVA de dos vias indico diferencias en el factor tiempo (antes vs después del
consumo de alcohol) [F (124) =58.5, p*<0.0001], ademéas de indicar diferencias
significativas entre grupos [F (2 24y = 16.57 *p< 0.0001]. También se realiz6 un
andlisis de comparaciones multiples (prueba post hoc) mediante la prueba de
Tukey. En este sentido y respecto a antes vs después del consumo existieron
diferencias en el grupo C y en el grupo LL (*p=0.05); por otro lado, se observaron
diferencias entre los grupos C y T y también C y LL después del consumo de
alcohol (*p=0.05).

Un efecto similar se observo en la corteza insular, en donde el grupo LL mostr6é un
aumento en la activacion de c-Fos posterior al consumo de alcohol, siendo mayor
que la del grupo C. Mientras que el grupo T no mostré cambios (Figura 19B y 21).
Se observaron diferencias antes vs después del consumo de alcohol, [F (@,24)
=33.15, *p< 0.001] y también entre grupos después del consumo [F (2,24) =15.25,
*p< 0.001]. En la prueba post hoc se observaron diferencias significativas antes vs
después del consumo. Se obtuvieron diferencias significativas en el grupo LL (*p=
0.05); asi como entre los grupos C y T y los grupos C y LL tras el consumo de
alcohol (*p= 0.05).
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Figura 19. Nimero de células positivas a c-Fos. A) Corteza infralimbica. Se encontraron diferencias
significativas antes vs después del consumo de alcohol en el grupo C y LL (ANOVA de dos
vias:*p<0.0001) asimismo se encontraron diferencias significativas entre grupos después del
consumo de alcohol (ANOVA de dos vias: *p< 0.0001). B) Corteza insular. Se observaron diferencias
significativas antes vs después del consumo de alcohol en el grupo de LL (ANOVA de dos vias:
*p<0.001). Se encontraron también diferencias significativas entre grupos después del consumo de
alcohol (ANOVA de dos vias: *p<0.001).

El * indica una diferencia significativa antes vs después del consumo de alcohol.

El # indica una diferencia significativa después el consumo de alcohol respecto al control.
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Corteza infralimbica

Figura 20. Fotografias representativas del nimero de células positivas a c-Fos antes vs después
del consumo de alcohol en la corteza infralimbica de un animal. Arriba grupo control (C), centro
grupo trabajador (T) y abajo grupo luz constante (LL)
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Corteza insular

Después del alcohol

Figura 21. Fotografias representativas del nUmero de células positivas a c-Fos antes vs después
del consumo de alcohol en la corteza insular. Arriba grupo control (C), centro grupo trabajador (T) y
abajo grupo luz constante (LL)
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En el ndcleo accumbens core, antes del consumo de alcohol, los tres grupos
mostraron valores similares en el numero de células positivas a c-Fos. Posterior al
intervalo de exposicion al alcohol, solamente el grupo LL mostr6 un aumento
significativo respecto al control (Figura 22A y 23). Se observaron diferencias
significativas antes vs después del consumo de alcohol [F (124)=6.319, *p= 0.019];
asimismo, entre grupos [F (2 24) =1.514 *p= 0.05]. En la prueba post hoc se
observaron diferencias significativas antes vs después del consumo se obtuvieron
diferencias significativas en el grupo LL (*p= 0.05); por otro lado, entre grupos se
observaron diferencias significativas entre los grupos C y LL tras el consumo de
alcohol (*p= 0.05).

En el accumbens shell, los tres grupos antes del consumo de alcohol, mostraron
valores similares en el nUmero de células positivas a c-Fos. Posterior al intervalo
de acceso al alcohol el grupo C y el LL mostraron un aumento de células positivas
a c-Fos mientras que en el grupo T esto no se modificé (Figura 22B y 24). Se
obtuvieron diferencias significativas antes vs después del consumo de alcohol [F
124) =12.69, *p= 0.012] y entre grupos [F (224) =5.142, *p= 0.013]. En la prueba
post hoc se observaron diferencias significativas antes vs después del consumo se
obtuvieron diferencias significativas en el grupo LL (*p= 0.05); y, entre grupos se
observaron diferencias significativas entre el grupo C y el grupo T después el
consumo de alcohol *p= 0.05).
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Figura 22. Numero de células positivas a c-Fos. A) Nucleo accumbens core. Se encontraron
diferencias significativas antes vs después del consumo de alcohol en el grupo de luz constante
(ANOVA de dos vias: *p= 0.019); asimismo se encontraron diferencias significativas entre grupos
después del consumo de alcohol (ANOVA de dos vias: *p= 0.05). B) Nucleo accumbens shell. Se
encontraron diferencias significativas antes vs después del consumo de alcohol en el grupo LL
(ANOVA de dos vias: *p=0.012) Se encontraron también diferencias significativas entre grupos
después del consumo de alcohol (ANOVA de dos vias: *p=0.013)

El * indica una diferencia significativa antes vs después del consumo de alcohol.

El # indica una diferencia significativa tras el consumo de alcohol respecto al control.
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Nucleo accumbens core

Figura 23. Fotografias representativas del nimero de células positivas a c-Fos antes vs después
del consumo de alcohol en el ntcleo accumbens core de un animal. Arriba grupo control (C), centro
grupo trabajador (T) y abajo grupo luz constante (LL)
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Nucleo accumbens shell

Figura 24. Fotografias representativas del nimero de células positivas a c-Fos antes vs después
del consumo de alcohol en el ntcleo accumbens shell. Arriba grupo control (C), centro grupo
trabajador (T) y abajo grupo luz constante (LL).
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En el ndcleo supraquiasmético se encontraron valores similares de células
inmunopositivas a c-Fos para todos los grupos antes de la exposicion al alcohol.
Después del intervalo de exposicion al alcohol se encontré6 un aumento solamente
en el grupo C, en los grupos T y LL los valores permanecieron similares a su fase
previa (Figura 25 y 26). Se observaron diferencias significativas antes vs después
del consumo de alcohol [F (@, 249 =18.55, *p= 0.0002] y, ademas diferencias
significativas entre grupos [F (2, 24) =15.62, *p< 0.0001]. En la prueba post hoc se
observaron diferencias significativas antes vs después del consumo se obtuvieron
diferencias significativas en el grupo C (*p= 0.05); por otro lado, entre grupos se
observaron diferencias significativas entre los grupos C y T, asi como entre los
grupos Cy LL tras el consumo de alcohol (*p= 0.05).

Figura 25. Numero de células positivas a c-Fos. Ndcleo supraquiasmatico. Se encontraron
diferencias significativas antes vs después del consumo de alcohol en el grupo control (ANOVA de
dos vias: *p= 0.0002) asimismo se encontraron diferencias significativas entre grupos después del
consumo de alcohol (ANOVA de dos vias: *p< 0.0001)

El * indica una diferencia significativa antes vs después de alcohol.

El # indica una diferencia significativa tras el consumo de alcohol respecto al control.
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Nucleo supraquiasmatico

Figura 26. Fotografias representativas del nimero de células positivas a c-Fos antes vs después
del consumo de alcohol en el nacleo supraquiasmatico. Arriba grupo control (C), centro grupo
trabajador (T) y abajo grupo luz constante (LL).

49



Acumulacion de AfosB como respuesta al consumo de alcohol

Se evalud la expresion del marcador de actividad neuronal AfosB antes (n=4 por
grupo) y después del consumo de alcohol (n=5 por grupo) para los tres grupos en
cinco areas cerebrales: La corteza infralimbica, la corteza insular, el nucleo
accumbens core y shell y el nucleo supraquiasmético. Las n’s son distintas debido
a gue para la evaluacion previa al consumo fueron utilizados solo los cerebros
correspondientes al disefio experimental 1 del punto temporal nocturno; esto para
evitar variaciones circadianas de AfosB.

En la corteza infralimbica los tres grupos mostraron una expresion similar en el
periodo previo a la exposicion a alcohol. Posterior al consumo el grupo C vy el
grupo LL mostraron un aumento en la activacién de AfosB, siendo mayor la del
grupo C, mientras que el grupo T no presentd cambios, (Figura 27A y 28). El
ANOVA de dos vias indico diferencias significativas en el factor tiempo (antes vs
después del consumo de alcohol) [F (121) = 74.42, *p< 0.0001]. Asimismo, indico
diferencias significativas entre grupos [F (2 21y = 10.78 *p= 0.0006]. También se
realiz6 un andlisis de comparaciones multiples (prueba post hoc) mediante la
prueba de Tukey, en el cual se obtuvieron diferencias significativas respecto a
antes vs después del consumo en el grupo C y en el grupo LL (*p= 0.05); por otro
lado, se observaron diferencias entre los grupos Cy T y también C y LL después
del consumo de alcohol (*p= 0.05).

Para la corteza insular el grupo C presenté un aumento en la activacion de AfosB
posterior al consumo de alcohol comparado con la etapa previa. Posterior a la
exposicion al alcohol ni el grupo T ni el LL mostraron cambios (Figura 27B y 29).
Se observaron diferencias significativas antes vs después del consumo de alcohol
[F 1,21=0.1756, *p= 0.001] asi como entre grupos [F (2, 21)= 5.338, *p= 0.013]. En
la prueba post hoc se observaron diferencias significativas antes vs después del
consumo se obtuvieron diferencias significativas en el grupo C (*p= 0.05); ademas,
entre grupos se observaron diferencias significativas entre el grupo C y el grupo LL
después del consumo de alcohol (*p= 0.05).
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Figura 27. Numero de células positivas a AfosB. A) Corteza infralimbica. Se encontraron diferencias
significativas antes vs después del consumo de alcohol en el grupo C y el de LL (ANOVA de dos
vias: *p< 0.0001); asimismo, se encontraron diferencias significativas entre grupos después del
consumo de alcohol (ANOVA de dos vias: *p=. 0.0006). B) Corteza insular. Se encontraron
diferencias significativas antes vs después del consumo de alcohol en el grupo C (ANOVA de dos
vias: *p<0.001) Se encontraron también diferencias significativas entre grupos después del
consumo de alcohol (ANOVA de dos vias: *p=0.013)

El * indica una diferencia significativa antes vs después del consumo de alcohol.

El # indica una diferencia significativa tras el consumo de alcohol respecto al control.
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Corteza infralimbica

Antes del alcohol  Después del alcohol

Figura 28. Fotografias representativas del nimero de células positivas a AfosB antes vs después
del consumo de alcohol en la corteza infralimbica de un animal. Arriba grupo control (C), centro
grupo trabajador (T) y abajo grupo luz constante (LL).
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Corteza insular

Figura 29. Fotografias representativas del nimero de células positivas a AfosB antes vs después
del consumo de alcohol en la corteza insular de un animal. Arriba grupo control (C), centro grupo
trabajador (T) y abajo grupo luz constante (LL).
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Para el nicleo accumbens core los tres grupos presentaron valores similares en el
namero de células positivas a AfosB antes del consumo de alcohol. Posterior a la
exposicion los tres mostraron un aumento en la activacion, la cual fue mayor para
el grupo T en comparacion con el grupo C (Figura 30A y 31). Se obtuvieron
diferencias significativas antes vs después del consumo [F (1 21 =180.9,
*p<0.0001]. Asimismo, se observaron diferencias significativas entre grupos [F (221)
=7.575, *p=0.003]. En el andlisis post hoc se obtuvieron diferencias antes vs
después del consumo en los tres grupos (*p= 0.05); ademas, entre grupos se
observaron diferencias significativas entre el grupo C y el grupo T después del
consumo de alcohol (*p= 0.05).

En el nucleo accumbens shell el grupo T y el grupo LL presentaron una activacion
mayor posterior al consumo de alcohol, mientras que el grupo C no presentd
diferencias (Figura 30B y 32). Se observaron diferencias significativas antes vs
después del consumo [F @, 21y =44.12, *p< 0.0001] El analisis indic6 ademas
diferencias significativas entre grupos. [F (2, 21y =3.799, *p= 0.039]. En la prueba
post hoc se observaron diferencias significativas antes vs después del consumo
en el grupo T y en el grupo LL (*p= 0.05); asimismo, entre grupos, se observaron
diferencias significativas entre el grupo C y el grupo T, asi como entre el grupo C y
el grupo LL después del consumo de alcohol (*p= 0.05).
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Figura 30. Nimero de células positivas a AfosB A) Nucleo accumbens core. Se encontraron
diferencias significativas antes vs después del consumo de alcohol en los tres grupos (ANOVA de
dos vias: *p<0.0001) asimismo se encontraron diferencias significativas entre grupos después del
consumo de alcohol (ANOVA de dos vias: *p<0.003). B) Nucleo accumbens shell. Se encontraron
diferencias significativas antes vs después del consumo de alcohol tanto en el grupo T como en el
de LL (ANOVA de dos vias: *p<0.0001) Se encontraron también diferencias significativas entre
grupos después del consumo de alcohol (ANOVA de dos vias: *p=0.039).

El * indica una diferencia significativa antes vs después del consumo de alcohol.

El # indica una diferencia significativa tras el consumo de alcohol respecto al control.
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Nucleo accumbens core
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Figura 31. Fotografias representativas del nimero de células positivas a AfosB antes vs después
del consumo de alcohol en el ntcleo accumbens core. Arriba grupo control (C), centro grupo
trabajador (T) y abajo grupo luz constante (LL).



Nucleo accumbens shell
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Figura 32. Fotografias representativas del nimero de células positivas a AfosB antes vs después
del consumo de alcohol en el nacleo accumbens shell. Arriba grupo control (C), centro grupo
trabajador (T) y abajo grupo luz constante (LL).
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Para el nucleo supraquiasmético el grupo C presento un incremento en la
activacion de AfosB tras el periodo de exposicion a alcohol, la cual fue mayor que
la del grupo LL. Para los grupos T y LL no hubo diferencias entre el periodo previo
y el de exposicion a alcohol (Figuras 33 y 34). Se obtuvieron diferencias
significativas antes vs después del consumo [F @, 21y =8.000 *p=0.01]. El analisis
indic6 ademas diferencias significativas entre grupos [F (2, 21)= 63.68 *p< 0.0001].
En la prueba post hoc se observaron diferencias significativas antes vs después
del consumo en el grupo C (*p= 0.05); asimismo, entre grupos, se observaron
diferencias significativas entre el grupo C y el grupo LL después del consumo de
alcohol (*p= 0.05).

Figura 33. Numero de células positivas a AfosB Nucleo supraquiasmatico. Se encontraron
diferencias significativas antes vs después del consumo de alcohol en el grupo C (ANOVA de dos
vias: *p=0.01) asimismo se encontraron diferencias significativas entre grupos después del
consumo de alcohol (ANOVA de dos vias: *p<0.0001).

El * indica una diferencia significativa entre antes y con consumo de alcohol.

El # indica una diferencia significativa tras el consumo de alcohol respecto al control.
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Nucleo supraquiasmatico

Después del alcohol

Figura 34 Fotografias representativas del nimero de células positivas a AfosB antes vs después
del consumo de alcohol en el nacleo supraquiasmatico. Arriba grupo control (C), centro grupo

trabajador (T) y abajo grupo luz constante (LL).



DISCUSION

En este estudio se examind el efecto de la disrupcion circadiana sobre el consumo
de alcohol utilizando dos modelos distintos, uno de trabajador nocturno y otro de
luz constante.

Previo al consumo de alcohol
Evaluacion conductual

En la primera parte del estudio se corroboré que los modelos usados generaran
disrupcion circadiana. De acuerdo a los actogramas y el analisis del promedio de
actividad obtenidos, se constaté que el grupo control y el del modelo de trabajador
nocturno estaban sincronizadas al ciclo luz—oscuridad, mostrando mayor actividad
durante la fase oscura. Estos resultados se oponen a los obtenidos por Salgado-
Delgado et al., 2008, que reporta una disminucion progresiva de la actividad
nocturna y una igualaciéon de los porcentajes de actividad diurna y nocturna en un
grupo trabajador.

Las diferencias observadas entre ambos trabajos podrian deberse al tiempo de
exposicion a la rueda, ya que, en este estudio, el promedio de actividad previé al
consumo de alcohol se obtuvo a partir del segundo y tercer fin de semana de
exposicibn, momento en el que Salgado-Delgado y col. Reportan que adn se
presenta un ritmo de actividad nocturna. Sin embargo, el promedio de actividad
con consumo de alcohol se obtuvo a partir del quinto y sexto fin de semana de
exposicién a la rueda, en este momento ya no deberia presentarse ritmo segun
Salgado-Delgado y col quienes reportan que bajo este modelo se pierde el ritmo
de actividad partir del cuarto fin de semana.

De acuerdo a lo anterior una diferencia importante entre ambos estudios fue la
exposicion a alcohol. Para imitar las condiciones de trabajo humano, en donde
regularmente se tiene prohibido el consumo de alcohol, este se colocé durante 16
horas y no ad libitum entre semana, esto pudo haber causado que las ratas
recibieran una sefial temporal al recibir el alcohol y cuando este era retirado, que
evito el desarrollo de desincronizacion a nivel conductual.

En contraste, para las ratas del grupo de luz constante se corroboro6 el desarrollo
de un patrén de actividad arritmico caracterizado por tener intervalos de actividad
y reposo a lo largo del dia, como ya habia sido reportado por Tapia et.al. 2013. Se
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observo que se desarrollan periodos ultradianos de actividad a lo largo de las 24
horas; ademas de observarse una disminucion de actividad en comparacion con
los grupos control y trabajador que presentan un numero mayor de cuentas
normalizadas en el perfil de actividad.

La disrupcion circadiana ocasiona una pérdida del ritmo dia-noche de PER1

El estado de sincronizacion de los controles se confirmd con la medicion de la
proteina PER1 que mostro diferencias entre dia y noche en todas las estructuras,
como se habia descrito previamente por Angeles-Castellanose et al., 2007

En el grupo de trabajo nocturno la corteza infralimbica, la insula y el NSQ
mostraron diferencias dia-noche en PER1, pero las dos regiones del accumbens
perdieron este patrén. Abe et al., 2002 reporta la pérdida de ritmo en el nucleo
accumbens in vitro tras la exposicion a un ciclo 18:6; Sin embargo, en estudios in
vivo se observan patrones de activacion ritmica en ésta area (Baltazar et al., 2013)
aun con modificaciones circadianas, como la restriccion de alimento a la fase de
reposo (Angeles- Castellanos et al., 2007). Esto indica que la ritmicidad de PER1
en el ndcleo accumbens es dependiente de la actividad del nudcleo
supraquiasmatico, por lo que lo observado para este modelo podria apuntar a que
existen alteraciones o anormalidades en la sefial de salida del nucleo
supraquiasmatico hacia el ndcleo accumbens, ocasionando asi, la pérdida de
ritmo de PER1 para ésta é&rea, sugiriendo el desarrollo de desincronizacion
circadiana interna.

Es relevante mencionar que el ndcleo accumbens es un area clave en la
integracion de respuestas de recompensa, debido a ello los resultados de este
trabajo podrian ser de importancia, ya que sugieren la existencia de una relacion
entre la expresion circadiana de genes reloj con procesos de recompensa, lo cual
lleva a la posibilidad de que una disrupcién circadiana incremente el riesgo de
desarrollar dependencia a alcohol y otras drogas (Logan et al., 2014).

Con respecto al NSQ, se ha documentado, que su actividad permanece acoplada
al ciclo luz oscuridad, aun al modificar sefiales como la hora de llegada de la
comida, el acceso restringido a una rueda de ejercicio o la administracion de
metanfetaminas (ljima et al., 2002; Dallmann & Mrosovsky, 2006; Castillo et al.,
2011; Mukherji et al., 2015). A su vez, Salgado et al., 2010 sugieren que existen
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ciertas regiones cerebrales que se desacoplan mas facilmente de las sefales del
nucleo supraquiasmatico tras una perturbacion debido a su naturaleza o a su
funcién, mientras que otras se encuentran mas fuertemente vinculadas con el ciclo
de luz oscuridad, como se observd en la corteza infralimbica y en la corteza
insular en donde se mantuvo el ritmo dia-noche de PERL1, lo que sugiere que el
ritmo de estas areas se sincroniza principalmente por el ciclo luz-oscuridad
acoplandose a la actividad del NSQ.

Contrastando con los dos grupos anteriores en el grupo de luz constante se
observé una pérdida de ritmo de PER1 en la corteza infralimbica, la corteza
insular, el nucleo accumbens core y el ndcleo supraguiasmatico, lo cual es
consistente con la pérdida de ritmicidad observada en el registro conductual. Se
sabe que el NSQ es sincronizado principalmente por el ciclo luz-oscuridad; y se ha
reportado que al modificarse las condiciones de este ciclo se modifica también la
ritmicidad del reloj maestro, alterando asi, las sefiales que emite hacia el resto del
cerebro para regular diversos patrones de actividad y metabdlicos (Chiesa et al.,
2010; Grone et al., 2011; Tapia-Osorio et al., 2013).

Los datos reunidos en conjunto con la literatura citada indican que se dio un
proceso de disrupcion circadiana previa al consumo de alcohol estableciéndose
una desincronizacion interna para el grupo trabajador y arritmicidad circadiana
para el grupo de luz constante, mientras que el grupo control mantuvo un ritmo
circadiano normal.

Consumo de alcohol

Una vez establecida la desincronizacién o arritmicidad circadiana se administré y
evalué el consumo de alcohol al 10% para los tres grupos.

En estudios previos se ha reportado un periodo mayor a tres semanas de
administracion de alcohol incluyendo un adiestramiento para inducir su consumo
(Macenski & Shelton, 2001; Simms et al., 2008; Carnicella et al., 2014). Sin
embargo, en este estudio se demostré que el tiempo de acceso a alcohol (12 dias)
fue suficiente para encontrar diferencias significativas en el consumo de ratas
expuestas a trabajo forzado ya que consumieron cantidades mayores de alcohol
en comparacion con las ratas en condiciones control durante la administracion
repetida.
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Por otro lado, no hubieron diferencias en el consumo entre el grupo de luz
constante y el control, lo que corresponde con lo observado por estudios previos
en ratas y hamsteres (Goodwin et al., 1999; Hammer et al., 2010) en los cuales se
reporta que la exposicién a luz constante no incrementa e incluso disminuye el
consumo de alcohol con respecto a un grupo control durante una administracion
cronica.

En poblaciones humanas se ha reportado que el trabajo nocturno no incrementa el
consumo diario de alcohol (Dorrian & Skinner, 2012; Dorrian et al., 2015). Sin
embargo, se reporta que los trabajadores nocturnos incrementan el consumo de
en periodos cortos de tiempo en forma de atracdén, ademdas de incrementar la
frecuencia de esta forma de consumo con el objeto de poder dormir (Morikawa et
al., 2012). En contraste con lo anterior, los resultados de este estudio indican que
si se incrementa el consumo repetido de alcohol en el modelo de trabajador
nocturno utilizado, las diferencias podrian deberse principalmente a que los datos
obtenidos son experimentales, mientras que en poblaciones humanas los datos
son clinicos, sobre lo cual afecta, entre otras cosas, el contexto regional y cultural
al modificar el consumo de alcohol.

En el presente trabajo se evalu6 también el consumo de alcohol durante una
prueba de atracon mediante un paradigma de libre eleccion entre agua y alcohol al
10%, durante la cual tanto el grupo de trabajo nocturno como el de luz constante
consumieron una cantidad significativamente mayor de alcohol que el grupo
control.

Se ha reportado en ratas que el consumo de 1.12 +/- 0.25 g/kg lleva a niveles de
alcohol en sangre de 0.015g/dL; mientras que 1.7+/- 0.5 g/kg alcanza niveles de
alcohol en sangre de 0.1g/dL (Smith et al., 2008; Gilpin et al., 2012). El consumo
de atracon (binge) es definido por el National Institute on Alcohol Abuse and
Alcoholism (NIAAA) como un patron de consumo en el que se alcanza una
concentracion de alcohol en la sangre de 0.08g/dL durante dos horas o menos
(National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism, 2004).

Ya que el consumo del grupo trabajador y el de luz constante durante esta prueba
se encuentra dentro del rango reportado por los estudios mencionados, se deduce
gue se presento un consumo de atracon en estos animales.
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Resulta interesante para el grupo de luz constante, que haya consumido
cantidades similares de alcohol que el grupo control durante la administracion
repetida; y en cambio, una cantidad mayor durante la prueba de atracon. Esto
indica que el periodo de abstinencia jugo un papel importante en el incremento de
consumo de alcohol para éste grupo y también para el grupo trabajador. Con
respecto a esto, el efecto de la abstinencia ha sido previamente estudiado y, se
sugiere que provoca recaidas con un consumo exacerbado (Bell et al., 2008;
Vanderlinden et al., 2014; Vengeliene et al, 2014); ademas de modificaciones
estructurales a nivel cerebral en areas involucradas en el consumo de alcohol, las
cuales contribuyen al desarrollo de dependencia al mismo (Lebedev et al, 2008;
Meinhardt et al., 2013; Uys et al., 2016).

Durante la prueba, se registr6 también el consumo de agua, en el que no se
encontraron diferencias; sin embargo, el grupo control presento la tendencia a un
mayor consumo, lo cual es consistente con su bajo consumo de alcohol,
ocurriendo lo contrario en los grupos que presentaron desincronizacion o
arritmicidad circadiana.

De esta manera, los resultados que se reportan para los grupos de trabajo
nocturno y de luz constante podrian indicar la presencia de una conducta
compulsiva al consumo de alcohol tras un periodo de abstinencia, la cual se
relaciona con el desarrollo de dependencia a este. Esto concuerda con lo
reportado por otros autores que describen que el consumo tipo atracén suele
presentarse como un factor de riesgo en el desarrollo de la dependencia al alcohol
(Smith, J. E., et al., 2008; Crabbe et al., 2011, Lee et al., 2015).

Respuesta neuronal al consumo de alcohol

Posterior al consumo de alcohol, se evalu6 la respuesta neuronal mediante dos
marcadores de actividad, c-Fos y AfosB para observar el efecto del consumo en
diferentes areas cerebrales de cada uno de los tres grupos. Se compard también
la respuesta antes vs después del consumo de alcohol.

La respuesta de c-Fos a una administracion aguda de alcohol varia de
acuerdo al area y a la condicion circadiana

Después de la ingesta de alcohol durante la prueba de atracén el grupo control
presentd un aumento de células positivas a c-Fos en la corteza infralimbica y en el
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nucleo supraguiasmatico, mientras que, en la corteza insular, nicleo accumbens
core y shell no se observaron diferencias. De manera similar, en el grupo
trabajador no se obtuvieron diferencias; sin embargo, para este grupo no las hubo
en ninguna de las areas estudiadas; ademas, el numero de células positivas a c-
Fos después el consumo de alcohol fue menor con respecto al grupo control en la
corteza infralimbica, corteza insular, ndcleo accumbens shell y ndcleo
supraquiasmatico.

En contraste con los grupos ya mencionados, en el grupo de luz constante, se
obtuvieron diferencias significativas en todas las areas, a excepcion del nucleo
supraquiasmatico, estos animales presentaron un aumento en el ndmero de
células positivas a c-Fos con respecto a antes del consumo; ademas, también
presentaron un nimero mayor de células positivas con respecto al grupo control
posterior al consumo de alcohol.

Es preciso mencionar que el nucleo supraquiasméatico no se vio afectado por el
consumo de alcohol en el grupo de trabajo nocturno ni en el de luz constante; pero
si, en el grupo control. Puesto que en este grupo se registré un consumo de
alcohol bajo en comparacion con los demés grupos (no considerado como atracon
segun lo ya mencionado) el efecto observado podria deberse a la actividad del
ndcleo a partir del ciclo luz-oscuridad y posiblemente no haya una respuesta clara
al alcohol.

Los resultados mencionados parecen relacionar de manera inversa a las
condiciones de iluminacién con el efecto a nivel cerebral de la ingesta aguda de
alcohol; ya que para ambos grupos en los que se mantuvo un ciclo 12:12 (Cy T) la
ingesta aguda de alcohol no ocasion6 un efecto para la mayoria o para ninguna de
las areas respectivamente, aun con el desarrollo de desincronizacién circadiana
interna por parte del grupo trabajador, mientras que, de manera contraria, en el
grupo expuesto a luz constante se observaron diferencias para cuatro de cinco
areas.

Aunado a lo anterior, lo observado parao los grupos control y trabajador podria
deberse a que la respuesta de c-Fos es transitoria y se ha descrito que tras una
administracion aguda de alcohol, es inducido una hora después y se mantiene
alrededor de cuatro; sin embargo, esta respuesta varia en duracion e intensidad
para diferentes areas; ademas, es dosis dependiente, por lo que diferentes
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patrones de consumo resultan en diferentes patrones de activacién (Chang et al.,
1995; Bachtell et al., 1999; Crankshaw et al., 2003; Smith et al., 2016).

El consumo de alcohol modula la acumulacion de AfosB sugiriendo la
aproximacion a un proceso de plasticidad neuronal

La acumulaciéon de esta proteina se considera un factor de plasticidad neuronal y
su presencia se ha asociado a cambios de aprendizaje y/o cambios plasticos que
ocurren en un area ocasionados por alcohol y otras drogas. Por ello se decidio
identificar posibles cambios en la presencia de esta proteina dada por el consumo
de alcohol.

En la corteza infralimbica, en el grupo control y el grupo de luz constante se
observé un incremento en el numero de células positivas después el consumo de
alcohol, mientras que en el grupo de trabajo nocturno los niveles permanecieron
bajos. En estudios previos se ha relacionado a la corteza infralimbica con un
control inhibitorio sobre la busqueda de alcohol, funcibn que se reduce al
desarrollar dependencia al mismo, especialmente luego de periodos de
abstinencia y recaida (Meinhardt et al., 2013; Meinhardt et al., 2015; Pfarr et al.,
2015).

En ese sentido, ya que el grupo control consumié menos alcohol durante el
protocolo de administracion, la activaciéon observada podria indicar que en este
grupo la corteza infralimbica esta ejerciendo este papel inhibitorio en la busqueda
de alcohol. Por otro lado, los datos del grupo trabajador podrian indicar una
alteracion en la funcion protectora de esta area ante el alcohol.

Para el grupo de luz constante, a pesar de presentarse un incremento en la
activacion después del consumo, el nivel de respuesta de este marcador fue
menor que la del grupo control, lo que se relaciona con los datos de consumo ya
gue se observo una conducta compulsiva a éste durante la prueba de atracén. En
conjunto estos resultados sugieren un proceso de alteracion en la funcién
protectora de esta area.

La corteza insular al recibir proyecciones de la corteza prefrontal medial y codificar
sefiales interoceptivas que pueden promover un comportamiento aversivo se
relaciona también con un control ante la blusqueda de drogas incluido el alcohol
(Nagvi & Bechara, 2010; Seif et al., 2013; Droutman et al., 2015). Esto indica que
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para esta area podria ocurrir algo similar a lo observado en la corteza infralimbica,
y ejercer un papel inhibitorio a la busqueda de alcohol en el grupo control ya que
fue el Unico con un incremento en la cantidad de AfosB posterior al tratamiento
indicado.

El nlcleo accumbens es una region crucial implicada en la integracion de
respuestas de recompensa y se ha reportado previamente un incremento de
AfosB en este nucleo ante drogas incluido el alcohol (McDaid et al., 2006; Perrotti
et al,, 2008; Li et al., 2010). En este estudio se encontr60 un efecto similar al
reportado en la literatura, en el que después de un consumo repetido de alcohol se
mostraron niveles altos de este marcador.

En el ndcleo accumbens core, asociado con respuestas anticipatorias y el
componente “desear querer’ de la motivacion (Di Chiara, 2002) se observé un
incremento significativo en la activacion ante el consumo de alcohol en todos los
grupos. Esto indica que los tres grupos presentaron una respuesta motivacional
por el consumo de alcohol; ademas, de sugerir que podria presentarse un proceso
de plasticidad neuronal. Sin embargo, la activaciéon fue mayor para el grupo
trabajador, lo cual coincide con el mayor consumo durante el protocolo de
administracion repetida y durante la prueba de atracon. Los resultados sugieren
que los efectos de recompensa fueron mayores para este grupo.

En contraste con lo anterior, en el nicleo accumbens shell, relacionado con la
respuesta rapidas a un estimulo y el componente “gustar” o hedénico (Di Chiara,
2002; Pecifia, 2008) se reportaron diferencias significativas como respuesta al
consumo para el grupo trabajador y de luz constante, y no para el grupo control.
Esto se contrapone con lo observado en esta area para c-Fos ya qué no se
modific la respuesta ni en el grupo control ni en el grupo trabajador, pero si en el
de luz constante.

Respecto a esta subregion del nucleo, ya que AfosB se relaciona mas con una
acumulacion durante periodos de administracion repetida y c-Fos con respuestas
agudas ante un estimulo, ademas de que la actividad shell se relaciona con
respuestas rapidas a un estimulo dado, los resultados de c-Fos podrian ser mas
adecuados para determinar una respuesta hedonica; por lo que se infiere que solo
el grupo de luz constante obtuvo una respuesta heddnica ante el consumo de
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alcohol debido a que fue el Unico que presentd una diferencia en el nimero de
células positivas a c-Fos antes vs después del consumo.

Los datos para ambas subregiones del nicleo accumbens sugieren que para los
grupos con una disrupcion circadiana la ingesta de alcohol generé una
recompensa motivacional ante el consumo, mientras que para el grupo control se
desarroll6 la respuesta motivacional, aunque menor que el del grupo trabajador, y
no una respuesta hedonica.

Para el nucleo supraquiasmatico los resultados corresponden a lo observado para
c-Fos ya que solo el control presento diferencias como respuesta al consumo de
alcohol. ElI que no haya diferencias en la activacion de AfosB en los grupos
trabajador y luz constante podria deberse al estado de disrupcién, mas que al
efecto del alcohol sobre esta region. Por otro lado, se conoce poco de cual pudiera
ser la funcion que cubra el AfosB en el NSQ.

Con respecto a lo anterior y para resumir la respuesta neuronal tras el consumo de
alcohol, las diferencias reportadas en el presente trabajo entre ambos marcadores,
se puede deber a que lo observado con c-Fos corresponde a un efecto agudo de
la prueba de atracon, pero ya que su respuesta es area y dosis dependiente, la n
utilizada deberia ampliarse para la obtencion de resultados mas robustos. Por otro
lado, para la relacion inversa sugerida entre la iluminacion y el efecto del consumo
agudo, sera importante el realizar pruebas con otras técnicas con las que se ha
reportado una respuesta al consumo agudo de alcohol, como las utilizadas por
(Leriche & Méndez, 2017), para poder establecerla de manera méas concreta.

En cuando a la estabilidad de AfosB, lo que se observa corresponde a una
acumulacion de este marcador durante la administracion repetida, la abstinencia y
la posterior prueba de atracén. Ha sido bien establecido que AfosB incrementa su
activacion ante este tipo de administraciones, relacionandose asi con procesos de
plasticidad neuronal, la cual esta asociada al desarrollo de dependencia a drogas
(Perrotti et al., 2008 Li et al., 2010; Ozburn et al., 2012; Brenhouse, & Stellar,
2006). Del mismo modo que para c-Fos, serd de importancia estudiar lo que
ocurre con otras técnicas (Stragier et al., 2015; Uys et al., 2016) que permitan
observar la aproximacion a procesos de plasticidad neuronal dada por consumo
de alcohol.
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CONCLUSIONES

En este estudio se muestra que la desincronizacion circadiana interna por un
modelo de trabajo nocturno aumenta el consumo de alcohol tanto de manera
voluntaria durante una administracion repetida, como en una prueba de atracon.
Por otro lado, la arritmicidad circadiana por luz constante solo incremente el
consumo de alcohol en una prueba de atracon después de un periodo de
abstinencia.

El consumo agudo de alcohol tuvo un efecto diferencial entre areas y grupos en la
respuesta de c-Fos.

La conducta del consumo de alcohol se correlacioné con la acumulacion de AfosB
en las diferentes areas de estudio de acuerdo a lo que se ha reportado
previamente ante el consumo de alcohol, sugiriendo una aproximacién a un
proceso de plasticidad neuronal.

Se puede concluir que un proceso de desincronizaciéon interna o de arritmicidad
circadiana potencializan diferencialmente los efectos obtenidos a partir del
consumo de alcohol (ej.recompensa), facilitando con ello, un proceso de
plasticidad neuronal, la cual puede contribuir al desarrollo de dependencia al
mismo.

El hallazgo mas importancia de este trabajo, es que los resultados sugieren que
las personas que trabajan de noche o que estdn expuestas a luz constante,
podrian ser propensas a consumir alcohol y desarrollar una conducta compulsiva a
al consumo (atracén); el cual, al presentarse de manera cotidiana contribuye al
desarrollo de dependencia. Es necesario concientizar a la poblacion sobre los
riesgos que provocan las alteraciones en el sistema circadiano sobre el desarrollo
de dependencia al alcohol y otras drogas.
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