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I. RESUMEN

La ingesta de alcohol induce cambios conductuales; la administracion de etanol
incrementa la ansiedad en roedores, especialmente en el raton C57/BL6. Sin embargo,
se desconoce cual es la relacion directa de los efectos del etanol sobre la actividad
locomotriz y la conducta de ansiedad. El proposito de este trabajo es estudiar si existe
un perfil diario de ansiedad en el raton C57/BL6 y conocer los efectos que producen
diferentes dosis de etanol (7% y 15%) sobre el perfil nictemeral de ansiedad y actividad
locomotriz. Treinta ratones machos C57/BL6 de 60 dias de edad fueron utilizados para
este trabajo, siendo cada uno su propio control.

A los animales se les proporcioné una solucion de etanol diluida en agua a un 7%
durante 6 dias; al séptimo dia los ratones se sometieron a la prueba MBT.
Posteriormente se les administré agua por una semana, y se les dio por 6 dias mas una
solucién de agua y alcohol al 15%, finalizando con la prueba MBT. Los ratones fueron
sometidos a la prueba de enterramiento de canicas mejor conocida por sus siglas en
inglés MBT (Marble Burying Test); dicha prueba se llevé a acabo en dos etapas: primero
se realiz6 una Unica prueba de enterramiento de canicas entre las 12:00 y 13:00 horas,
antes y después del registro de actividad locomotriz en libre curso. Este registro de
actividad se realizd durante cada ingesta de etanol y agua por un minimo de tres dias
consecutivos. Posteriormente la MBT se evalué cada 4 horas durante un periodo de 24
horas en un ciclo L:D (12:12). La locomocion se registré por medio de la interrupcién de
sensores infrarrojos cada 10 minutos; estos datos se recolectaron y analizaron con el
programa Actiview (Minimitter). Con ayuda del programa para PC Cosinor se realizo el
analisis de los datos obtenidos de las pruebas MBT.

Los resultados indican, en una primera etapa, que los ratones presentan diferentes
niveles de ansiedad de acuerdo a la dosis administrada. En una segunda etapa se pudo
observar que tras ingerir agua (controles) se presenta un perfil diario de ansiedad con
una acrofase durante la noche (4.14 h con un porcentaje de ritmicidad de 48.43). La
actividad locomotriz de este grupo se tom6 como un 100%. Los animales, tras ser
administrados con una solucién de etanol y agua al 7%, registraron una actividad del
79.36%, un perfil diario de MBT mostrandose una acrofase de 8h y una ritmicidad de
44.40%, observandose asi un retraso en la fase. Finalmente, cuando los ratones fueron
administrados con un 15% de etanol en el agua, se observé una actividad del 59.49% y
la ritmicidad abolida.

Las conclusiones de este trabajo son: la manifestaciébn de la conducta de ansiedad
presenta un perfil diario. La ingesta cronica de alcohol (15%), elimina la ritmicidad del
perfil diario de la manifestacion de ansiedad y el registro de actividad fue mas
espontaneo bajo dosis bajas de alcohol, mientras que, a dosis altas, los inicios e
inmovilidades presentan mayor duracién y se muestran mas estabilidad de fase.



ll. INTRODUCCION

A. Ritmos Bioldgicos

Todos los organismos vivos perciben el paso del tiempo e incluso son capaces de
medirlo; ésta es una respuesta ante los cambios ciclicos que se dan en el medio
ambiente (dias, noches, estaciones, mareas). Estos fendmenos ciclicos afectan directa
o indirectamente variables bioldgicas, de manera que los seres vivos han desarrollado a

lo largo del tiempo procesos periédicos que comprenden funciones bioldgicas vitales.

La gran mayoria de las variables bioquimicas, fisiolégicas y de comportamiento
presentan periodicidad o ritmicidad; ésta es una caracteristica que se ha visto en los

seres vivos y se le conoce como ritmo biolégico.

Los ritmos biologicos son la recurrencia de un fendmeno bioldgico en intervalos de
tiempo regulares (Aschoff,1981); éstos suelen variar en su duracion (segundos o
minutos), o en longitud (meses o afios). Los ritmos biol6gicos forman parte de una
adaptacion al entorno del organismo, la cual resulta fundamental para la supervivencia
de las especies; permiten predecir aquellos cambios externos (disponibilidad de
alimento, depredacién, etapas de apareamiento, migracion, etc.) y asi preparar al

organismo para poderse anticipar y aprovechar mejor dichos cambios.

Los ritmos bioldgicos se pueden clasificar de acuerdo con: a) su frecuencia, b) el tipo de
proceso que genera el ritmo, c) la funcion que lleva a cabo el ritmo y d) el sistema
biolégico en el cual esta siendo observado (Aschoff, 1981). Segun el origen y su
relacion con los ritmos geofisicos, los ritmos biolégicos se clasifican en ritmos geofisico
dependientes y ritmos no geofisicos dependientes. La clasificacion mas utilizada es de

acuerdo con su frecuencia (con referencia a un ciclo de 24 horas):

Circadianos.- Son ritmos relacionados a los ciclos geofisicos cuyo periodo es cercano
a 24 horas y su nombre proviene del prefijo circa= cercano y dian= dia; como ejemplo
tenemos el ciclo de suefio-vigilia el cual esta directamente relacionado con el

fotoperiodo (dia y noche).



Infradianos.- Son aquellos ritmos de menor frecuencia que los circadianos, es decir,
cuyo periodo es mayor a 29 horas; en otras palabras, requieren de mas de un dia para
completarse. Los ciclos infradianos estan estrechamente relacionados con los ciclos
geofisicos estacionales, como ejemplo tenemos la hibernaciéon y la migracion, entre

otros.

Ultradianos.- Estos ritmos no estan asociados con ciclos geofisicos ya que son ciclos
gue ocurren en un periodo menor a 19 horas y dependen de adaptaciones fisioldgicas;
suelen estar ligados a fenomenos de la regulacibn metabdlica (a excepcién de los

circadianos).

Aunque la clasificacion anterior es la mas utilizada, existen muchas otras clasificaciones
de los ritmos bioldgicos. Por ejemplo, los circalunares (con duraciones cercanas a los
ciclos lunares), los circamareales (relacionados a la duracion de las mareas) y los
circaanuales (aquellos ritmos que se presentan en un periodo cercano a uno o mas

afos), por mencionar algunos.
1. Caracteristicas Generales de los Ritmos Circadianos

Los ritmos en los seres vivos pueden ser enddgenos o exdégenos. Si el ritmo se origina
a partir de un fendmeno ambiental ciclico, el ritmo se considera exdégeno; por otro lado,
aquellos ritmos producidos por el organismo son denominados enddgenos, por lo que

presentan bases genéticas.
1.1 Libre curso, compensacion de la temperatura y sincronizacion

Los ritmos circadianos son los mas estudiados debido al valor de su periodo (7)
cercano a 24 horas. Estos ritmos presentan tres caracteristicas basicas: son
endodgenos, es decir, permanecen en condiciones constantes de temperatura y
luminosidad en libre curso, mantienen un periodo cercano a 24 horas; compensan el
periodo ante los cambios de temperatura (manteniendo un valor de Qi0=1); y ademas

pueden ser sincronizados a diversos factores ambientales “Zeitgeber” (del aleman,



significa dador de tiempo), lo cual da como consecuencia que el periodo del ritmo sea

igual al del ciclo ambiental.

Es importante aclarar que no es lo mismo hablar de los ritmos biolégicos, que hablar del
reloj biologico. Los ritmos biologicos se refieren a la actividad biolégica observada en
condiciones constantes con un periodo cercano al ciclo ambiental que la sincroniza,
mientras que el reloj bioldgico es la estructura (oscilador marcapasos) que indica el
momento en el cuél se debe iniciar uno o varios procesos del organismo (DeCoursey,
2004).

Existen cuatro parametros principales (figura 1, Gruart, et al 2002) para definir y
estudiar un ritmo biolégico: 1) periodo o frecuencia (T) que es determinado por la
duracion o niamero de veces en que ocurre el fenomeno durante un intervalo de tiempo,
respectivamente; 2) amplitud, definida como la magnitud de la variacion y se determina
del valor maximo o cresta al valor minimo o valle del ciclo; 3) fase (¢), que es el
momento en el que ocurre un evento especifico dentro del ciclo y al evento que es
seleccionado se le conoce como marcador de fase; 4) mesor, el promedio de todos los
valores observados dentro del ciclo. A la etapa de actividad dentro del ciclo que se
localiza por arriba del 50% de la amplitud se le conoce como alpha (a) mientras que a la

de reposo; por debajo del 50% de la amplitud, se le denomina rho (p).

Figura 1. Parametros principales que se encuentran dentro de un ritmo biolégico



1.2 Sistema Circadiano

El reloj circadiano es regulado por un sistema fisiolégico presente en todos los
organismos. Este sistema se conforma de tres partes fundamentales: los osciladores y
marcapasos, cuya caracteristica principal es el poder mantener una ritmicidad en la
ausencia de sefales ambientales; las vias de entrada, que llevan la informacién
recibida de las sefiales ambientales (Zeitgeber) hacia el marcapasos; y las vias de
salida, que se encargan de llevar las respuestas generadas por las sefales al

organismo (figura 2, Goldman, 1999).

Vias Marcapasos Vias
Aferentes Eferentes

Ritmo
manifestado

Figura 2. Representacién general del funcionamiento del reloj biolégico.

En el caso de los mamiferos, el marcapasos central del reloj bioldgico es el nucleo
supraquiasmatico (NSQ), el cual recibe su nombre por su ubicacion (figura 3, Dunlap, et
al, 2004; Purves, etal, 2008) dentro del cerebro (porcién ventral del hipotalamo anterior,

ventro lateral al receso optico del tercer ventriculo y dorsal al quiasma 6ptico).



Figura 3. Localizacién del nlcleo supraquiasmatico. A. corte transversal. B. corte longitudinal

Este “oscilador maestro” se comunica con una serie de osciladores periféricos en el
organismo, para asi poder responder a las alteraciones ciclicas del ambiente de una

forma organizada y ritmica (Buijs et al. 1996).

El NSQ es una estructura pareada de forma ovoide que, en el caso del humano,
contiene alrededor de 16,000 pequefias neuronas de entre 8 y 12um de didmetro.
Compactadas y distribuidas en dos poblaciones, estas neuronas expresan diversas
sustancias neuroactivas caracterizadas por la presencia de vasopresina y el péptido
intestinal vasoactivo (VIP). Ademas, la mayoria de las neuronas sintetizan acido gama
amino butirico (GABA) (Aguilar Robledo et al, 2004 ).

La informacion luminosa que es recibida por la retina, es traducida por las células
ganglionares W y enviada al NSQ. Mdltiples modalidades median las sefiales de salida
del NSQ, incluyendo eferencia en tractos nerviosos y sefiales humorales; sus
respuestas actian sobre otros ndcleos hipotalamicos asi como en la glandula pineal, la
formacion reticular y la hipdfisis (Martini y Nath, 2009; DeCoursey, 2004). Una de las

interacciones eferentes mas importantes del NSQ es con la glandula pineal, cuya



principal hormona de secrecion es la melatonina, encargada de controlar varios ritmos

como el del suefio y la reproduccién en animales (Hill et al, 2004).
B. Laimportancia de la Cronobiologia en la salud

La Cronobiologia es la rama de la Biologia que se encarga del estudio de los ritmos
biolégicos, abarcando aspectos moleculares, ecoldgicos y conductuales. Actualmente,
la Cronobiologia se ha convertido en una herramienta importante para el estudio y
tratamiento de la salud, debido a que los ritmos circadianos modulan diferentes

procesos fisiolégicos y conductuales (Sansiviens, 1989).

Los seres vivos son sistemas variables; en el caso del ser humano, el momento del dia
y la duracion de la administracion de un farmaco tienen gran influencia sobre la
absorcion, metabolismo, duracion del efecto y toxicidad del mismo. A partir de esto, la
Cronobiologia busca y entiende dichos sistemas para poder brindar a las ciencias de la

salud una mejora en la medicina personalizada.

Un estimulo o tratamiento que afecta a cualquiera de los componentes del reloj
biolégico, puede alterar la expresion de los ritmos circadianos en general. Incluso
aquellos estimulos que actian directamente a nivel fisiolégico pueden generar a largo
plazo una alteracién en el reloj. Sin embargo, la modulacion circadiana de los efectos
de diferentes farmacos no es aun bien conocida. Se han observado variaciones
circadianas en la eficacia de diferentes drogas y sustancias. La Cronobiologia se
encarga de entender estos procesos, estableciendo ramas dedicadas a areas
especificas como la Cronopatologia (enfocada a diferentes patologias, principalmente a
nivel de sistema nervioso), Cronofarmacologia (estudio de la forma y el tiempo en que
los farmacos afectan a los ritmos biolégicos), Crononutricion (basada en la alimentacion
en funcién de las secrecion ritmica de enzimas) y Cronocinética o Cronofarmacocinética
(estudia las variaciones predecibles en el tiempo, ritmicas, segun su hora de
administracion, respecto a la absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacién de las
drogas) (Ayala, et al, 2004; Caeiro, et al, 2004, Landoni, 2003).



C. Alcoholismo, Ansiedad y sus relaciones con los Ritmos Circadianos
1. Alcoholismo

El alcohol es la sustancia psicoactiva de mayor abuso por el hombre después de la
cafeina; el consumo excesivo de alcohol conlleva a la actividad de un desorden mental

conocido como sindrome de dependencia al alcohol o alcoholismo.

El alcoholismo es una enfermedad croénica; un trastorno de la conducta caracterizado
por la ingestion repetida de bebidas alcohdlicas, hasta el punto que interfiere con la

salud y las relaciones interpersonales del paciente (Keller, 1960).

El sindrome de dependencia al alcohol (SDA), connota un cierto nimero de fenémenos
clinicos que se encuentran relacionados con una frecuencia suficiente para incluirlos
como rasgos de la enfermedad. Las caracteristicas de la SDA incluyen distinto tipos de
cambios de la conducta, subjerivo y psicobiolégicos que se caracterizan principalmente
por la falta de control sobre la ingesta de la substancia. El consumo del alcohol facilita
el desarrollo de enfermedades como problemas respiratorios, cardiovasculares y
gastrointestinales que favorecen la desnutricion, por mencionar algunos (Madden,
1986).

Varios estudios en pacientes alcohdlicos, tanto en abstinencia como bebedores
frecuentes, han mostrado anormalidades en sus ritmos circadianos (a pesar de llevar
un cierto tiempo sin beber) como es el caso de avances de fases, cambios en la
regulacion de temperatura, cambios en el ciclo suefio-vigilia (regulacién de melatonina)

y cambios en la produccién de cortisol (Kodma et al. 1988).

Otros aspectos que se ven afectados por el alcoholismo son la dependencia fisica y el
sindrome de abstinencia. La dependencia fisica implica una adaptacion a nivel tisular,
por lo que se requiere de la presencia del alcohol para poder mantener la homeostasis
o equilibro del organismo. Esta dependencia se manifiesta mediante la tolerancia y el
sindrome de abstinencia. Se distinguen dos tipos de tolerancia: una metabdlica, en la

gue debido a una oxidacidon mas acelerada del alcohol la concentracion de este en la
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sangre se ve disminuida en el organismo y por ende sus efectos atenuados; y una
segunda funcional, que se caracteriza por la necesidad de aumentar la dosis de alcohol
para obtener las mismas respuestas actitudinales y neuropsicolégicas. Por otro lado, el
sindrome de abstinencia se distingue por una serie de cambios fisiol6gicos que hacen
su aparicion al interrumpir subitamente el consumo, y que en el caso del alcohol pueden
ser de dos tipos: 1) Convulsivo, similar al que tiene lugar en el caso del consumo de
barbituricos; II) Delirium Tremens, que afecta a los alcohdlicos que tras un periodo
prolongado de consumo llegan a tolerar farmacolégicamente el alcohol. Los sintomas
del Delirium Tremens, abarcan alucinaciones visuales, y auditivas asi como
desorientacion y temblores generalizados; estos sintomas se manifiestan al interrumpir
0 disminuir considerablemente el consumo de alcohol (Madden, 1986; Souza y
Machorro, 1988).

2. Ansiedad

La ansiedad se define como el estado o trastorno fisiologico de excitacion vegetativa,
alerta, vigilancia y tension motora. Es un estado disforico semejante al miedo cuando no
hay ninguna situacion que manifieste peligro. Es una situacion de aprehension,
anticipacién o temor a un posible peligro. Frecuentemente se acomparfa de sintomas

fisioldgicos que pueden conducir a la fatiga o incluso al agotamiento.

Existen distintos trastornos de ansiedad y es fundamental diferenciarlos para asi poder
dar un diagndstico apropiado y brindar un tratamiento eficaz. Hay diversos grados de
ansiedad, los cuales van desde inquietudes y angustia hasta el panico, siendo este
ultimo la forma mas extrema. El limite entre la ansiedad normal y la patolégica no puede
ser trazado con precision, ya que es muy comun que la gente confunda un momento

de ansiedad espontaneo con algo més grave.

Uno de los principales problemas de este estado es que suele aparecer con otro tipo de
trastornos, como en el caso de la depresion; al menos tres cuartas partes de los
pacientes depresivos se quejan de sentirse ansiosos. Incluso, la ansiedad extrema

puede ocurrir en la depresion agitada. Actualmente se ha localizado que dentro de los
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diferentes trastornos de depresidon existe una fase ansiosa, es decir, en un paciente
depresivo a lo largo del dia, uno puede localizar un momento en que esta depresion

tiende hacia algun estado de ansiedad (Goldman, 1989).

La ansiedad también se observa durante el sindrome de abstinencia en pacientes
alcoholicos que presentan delirium tremens; debido a las alucinaciones y desorientacion
gue se manifiestan, uno de los efectos suele ser un constante estado ansioso (Souza y
Machorro, 1988).

D. Efecto de la administracion de alcohol en los ritmos circadianos

Alteraciones en los ritmos circadianos a nivel fisioldgico, endocrino y conductual,
pueden ser inducidas por la administracién aguda de etanol y drogas antidepresivas. La
similitud de los efectos vistos en pacientes alcohodlicos y depresivos es consistente con
la hipétesis de que el retiro paulatino del etanol produce efectos depresivos afectivos en
los pacientes y que la ingesta constante de alcohol inhibe y modifica al sistema

circadiano (Rosenwasser, 2005).

En experimentos con animales es facil registrar la actividad en libre curso del ritmo
circadiano de actividad locomotriz, asi como la actividad registrada bajo condiciones de
ciclos luz-oscuridad 12:12. Actualmente existe evidencia de que el periodo de libre
curso generado por el marcapasos se ve afectado por factores ambientales (intensidad
de la luz, disponibilidad de alimento y temperatura), asi como por variables propias del
organismo (endocrino, suefio, actividades conductuales). Aiun mas relevante es el
hecho de que el periodo circadiano en libre curso puede ser modulado por diferentes
agentes farmacoldgicos, incluyendo antidepresivos, drogas psicoactivas y alcohol (Baird
et al., 1988; Ehlers et al., 2000; Barr 1988; Kakihanay Moore, 1976).

El alcohol es una droga potencialmente adictiva que se caracteriza por ser depresora
del sistema nervioso central; actla principalmente sobre la corteza cerebral y sus
funciones inhibidoras. Entre mas alta es la concentracion de alcohol en la sangre,
mayor sera el efecto sobre el funcionamiento del organismo, en particular del cerebro.

La de dependencia involucra numerosos neurotransmisores que se cree deben de estar
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alterados durante o después del consumo, los mas implicados son el GABA, la
dopamina, los opioides y el glutamato y sus respectivos receptores en las células
blanco (Rengifo etal, 2005).

Tanto en ratas y ratones de laboratorio como en humanos, la administracion de alcohol
altera la expresion de los ritmos circadianos tanto conductuales como fisioldgicos.
Estudios en humanos, bajo condiciones normales de sincronizacién (dia-noche), han
demostrado que tanto el alcohol como los antidepresivos afectan la fase, amplitud y
patron de los ritmos circadianos. Por otra parte, se ha visto en roedores que la ingesta
de alcohol eleva los niveles de liberacion de cosrticosterona durante el ciclo REM del
suefio, también se ha observado un decremento en la temperatura corporal. Estos
efectos son muy parecidos a los observados en personas alcohdlicas y en personas en
estado de abstinencia. En otros experimentos, ratas adultas bebieron libremente una
solucion de agua con alcohol al 10%; la consecuencia observada fue un acortamiento

en el periodo de su ritmo de actividad (Dwyer and Rosenwasser, 1998).

Estudios en animales y humanos estan sujetos a las mismas limitaciones, debido a la
dificultad de distinguir a qué nivel del marcapasos u osciladores estan ocurriendo los
efectos del alcohol y otras drogas. A pesar de esto, varios investigadores han tomado
ventaja en los resultados que arrojan los experimentos controlados para examinar los
efectos del alcohol, antidepresivos y ansioliticos; para extrapolarlos al ser humano.
Estos estudios han logrado identificar una serie de trastornos a nivel de marcapasos
que sugieren que los efectos que se observan bajo condiciones normales de
sincronizacion, son parcialmente resultado de alteraciones a nivel del reloj bioldgico

(Rosenwasser, 2005).
1. El ratén C57/BL6 como modelo de estudios biomédicos

Un modelo muy utilizado en el estudio de los efectos de diferentes drogas es el raton
C57/BL6. Este es catalogado como una cepa endogamica, es decir, que se produce a
partir de la cruza consanguinea de hermanos durante 20 generaciones consecutivas, lo

gue permite que la descendencia muestre homogeneidad tanto fenotipica como
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genotipica. Este animal, por sus caracteristicas y diversidad de usos, es una excelente
herramienta en investigacion, siendo una de las doce cepas mas empleadas entre mas
de 300 cepas consanguineas registradas (Festing, 1998); es utilizada como modelo en

el estudio de diferentes enfermedades y para el desarrollo de nuevas cepas mutantes.
Las caracteristicas principales que encontramos en el modelo C57/BL6 son:

- preferencia por alcohol, morfina y otros opioides.

- baja incidencia en la formacion de tumores mamarios.

- resistencia a ataques o convulsiones audiogénicas.

- alta susceptibilidad a aterosclerosis inducida.

- alta incidencia de microftalmia.

- susceptibilidad al desarrollo de tlceras dérmicas crénicas.

- resistencia a la irradiacion.

- resistencia a shocks anafilacticos.

- pérdida de la audicién al rededor de los 12 a 18 meses de edad.
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[ll. ANTECEDENTES

A. La cepa C57/BL6 como modelo para el estudio de ansiedad mediante la prueba

de enterramiento de canicas “Marble BuryingTest” (MBT)

Existe una amplia variedad de modelos animales que son utilizados para los estudios
sobre ansiedad; las ratas, los ratones y los primates han demostrado ser aptos para las
pruebas de ansiedad debido a la exhibicién natural de conducta exploratoria, la cual
parece estar relacionada con algunos componentes vinculados al estado ansioso
(Crawley, 1985).

Se ha visto que, tanto en la naturaleza como en condiciones de laboratorio, los
roedores (ratas y ratones primordialmente) suelen utilizar el material encontrado en el
medio que los rodea para enterrar espontaneamente aquellas cosas ajenas y
desagradables en su habitat (Archer et al., 1987). En los roedores el comportamiento de
enterramiento de objetos consiste en remover el sustrato y colocarlo sobre el objeto
invasor para evitar y protegerse de la “amenaza” (Poling et al. 1981); esta conducta ha
sido definida como una conducta de defensa que refleja un estado de alerta del animal
(Nicholas, et al 2006).

Con base en estas observaciones, desde hace varios afios se ha utilizado una prueba
conductual conocida como prueba de enterramiento de canicas o Marble Burying Test
(MBT, por sus siglas en inglés) como un indicador de ansiedad para el estudio de la
actividad de diversas sustancias o medicamentos como ansioliticos. En esta prueba los
objetos invasores se representan con canicas y el sustrato suele ser aserrin fino (Archer
et al., 1987; Gyertyan, 1995). Dicha prueba ha mostrado una mayor eficacia cuando se
utiliza como modelo al ratén C57/BL6, ya que esta cepa por naturaleza, suele ser mas

Impaciente que otras de su especie.

B. Efectos del alcohol sobre los niveles de locomociéon en el ratdn C57/BL6

Los efectos del alcohol en el comportamiento de los animales varian de acuerdo con la

dosis y el tiempo de administracion (Pohorecky, 1977).
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Se ha reportado que, bajo condiciones constantes de luz (LO), la ingesta de alcohol por
los ratones C57/BL6 altera la fase, entorpece la amplitud e incluso llega a suprimir la
expresion total de los ritmos circadianos en una gran variedad de funciones fisiologicas
y conductuales; incluyendo la temperatura corporal, la actividad locomotriz (Baird et al.
1998), el ciclo de sueiio 16(Ehlers y Slawecki 2000), la ingesta de alimento (Barr 1988;

Goldstein y Kakihana 1977) y la secrecion de corticosterona (Kakihana y Moore 1976).

De acuerdo con distintas observaciones, los roedores suelen aumentar su locomocién
espontanea ante dosis bajas de alcohol (1-2 g/kg; <10%), mientras que cuando se les
administra una dosis alta (>4 g/kg; >10%) su locomocién tiende a disminuir, llegando a
registrar indicios de depresién (Matchett y Erickson, 1977; Smoothy y Berry 1984; Frye
y Breese 1981). El aumento de actividad en dosis bajas de alcohol suele estar
acompafiado de un incremento en el periodo de inmovilidad, asi como de otras

conductas, como la de excavar o enterrar (Smoothy y Berry 1984, 1985).

Actualmente se ha probado que en los ratones C57/BL6 existe una relacién directa
entre la dosis de alcohol y la presencia de ciertos cambios conductuales, ya sea que
aumente su presencia o se inhiban; por ejemplo en el exceso de actividad locomotriz, o
en la inhibicién del proceso de exploracién, por mencionar algunas. Estas alteraciones
de la conducta en el modelo animal, producidas por el etanol, han sido clasificadas
como una manifestacion o incremento en el estado de ansiedad (Duncan y Lister 1988).
Incluso se ha visto que dosis de drogas ansioliticas como el alcohol (0.75 g/kg- 1.5 g/
kg) y el diazepan (0.5 mg/kg) reducen la ansiedad y aumentan la conducta exploratoria

de los animales (Kalueff, et al, 2007).

Los ritmos circadianos modulan diferentes respuestas fisiolégicas y conductuales al
alcohol; se ha visto que diferentes especies, tanto humanos como otros animales,
tienden a tomar alcohol en mayores cantidades en ciertos momentos del dia o la noche,
presentandose ritmos diarios de consumo de alcohol (Danel y Touitou, 2004); por lo que
la propension de la ingesta voluntaria de alcohol puede ser modulada por el
marcapasos central y afectar directamente al reloj circadiano (Rosenwasser et al,

2005). Ademéas de los factores endbgenos, existen también algunos factores

16



ambientales como es el caso de la luminosidad o el alimento, que pueden afectar el
consumo de etanol y por ende contribuir al ritmo diario de su ingesta (Wasielewski y
Holloway, 2008).

Se ha observado que en ratas y ratones existe un ritmo diario en la ingesta voluntaria
de etanol, siendo su consumo mas alto durante la noche (durante su fase activa)
mientras que su consumo mas bajo se observa durante el dia. Esto se debe a que el
patréon de ingesta de alcohol se ajusta a sus patrones normales de ingesta de
alimentacion y agua. De hecho, en los seres humanos que padecen alcoholismo, se ha
evidenciado un patrén similar, pues presentan un ritmo diario en el deseo por el primer

trago del dia a horas tempranas de su fase activa (Trujllo et al, 2009).

El GABA es uno de los neurotransmisores asociados directamente con el nucleo
supraquiasmatico (NSQ), considerado el marcapasos “maestro” en los mamiferos.
Existen evidencias de que el etanol actia directamente en los receptores gabaérgicos
para modular el reinicio de fases féticas y no féticas (Mcelroy, B. et al, 2009). Ademas
de actuar sobre los receptores del GABA, el etanol también modula alteraciones
durante y después del consumo a una variedad de neurotransmisores y sus respectivos
receptores en las células blanco como el glutamato o la acetyilcolina 5-HT, encargados
de la regulacion y funcionamiento del NSQ (Vengeliene et al, 2008). Es asi que se
puede hablar de un ritmo circadiano en los efectos biolégicos del etanol (Deimling y
Schnell 1980, Rengifo etal, 2005).

La mayoria de los estudios realizados en humanos y animales sobre los efectos de
etanol se han realizado bajo condiciones crénicas, ya sea bajo administracién excesiva
o abstinencia después de un periodo largo de alcoholismo. En contraste, muy poco se
sabe sobre los efectos que esta droga produce en personas no alcohdlicas o los
conocidos como bebedores sociales. En un estudio realizado en sujetos no alcohdlicos,
la ingesta de alcohol por las mafianas mostré un incremento en la temperatura corporal
nocturna y un cambio de fase de la temperatura corporal minima nocturna en la
mafana temprana, indicando un avance de fase (Mullin et al., 1933). Por otro lado, la

ingesta de alcohol durante la noche también eleva la temperatura corporal nocturna,
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pero produce una compleja variedad de cambios en el patrdn circadiano, incluyendo un
aparente cambio de fase en el ritmo circadiano de temperatura a un periodo tardio, es

decir, un retraso en la fase en los ritmos de actividad de la persona (Eastman et al.,

1994).
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IV. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que la ingesta cronica de etanol modifica el periodo del ritmo
circadiano de actividad locomotriz (Durcan y Lister, 1988) y que el consumo de alcohol
evita los cambios de fase producidos por receptores GABA (McElroy et al, 2009). Lo
anterior, es un antecedente directo del impacto que tiene el consumo de EtOH sobre el
marcapasos circadiano. Por otra parte,el consumo de alcohol regula la expresion de la
conducta de ansiedad, asi como la intensidad de la actividad locomotriz (Ehlers y
Slawecki 2000, Matchett y Erickson, 1977; Smoothy y Berry 1984). A pesar de que la
intensidad de la actividad no puede ser considerada en si misma como un estado de
ansiedad, si brinda un apoyo para el diagndstico de esta conducta, ya que se ha visto
gue existe una relacion entre ambas. El propdsito de este trabajo es conocer como y a
gué nivel se alteran la consucta de la ansiedad, y la actividad locomotriz bajo diferentes

dosis de etanol y encontrar cémo la relacién entre éstas se ve afectada.

V.HIPOTESIS

El efecto de la ingesta cronica de alcohol tiene un impacto en la manifestacion
circadiana de la ansiedad y de la actividad locmotriz tanto de manera fasica como
circadiana. Si la ingesta cronica de alcohol a bajas dosis (7%) inhibe los niveles de
ansiedad, se espera un aumento en la actividad locomotriz; mientras que a dosis mas

altas (15%) tiene un efecto contrario, por lo tanto, disminuira la locomocion.

Asimismo, si el alcohol tiene impacto sobre la fisiologia circadiana, se espera que tanto
el control diario de la ansiedad como del ritmo de actividad locomotriz sean

negativamente afectados por el consumo crénico de EtOH a distintas dosis.
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VI. OBJETIVOS
A. Objetivo General

- Conocer los efectos de la administracion crénica de etanol sobre el promedio diario de

actividad locomotriz y del perfil diario de ansiedad (MBT) en el raton C57/BL6
B. Objetivos Particulares

- Estudiar la tendencia de cambio en la locomocion espontanea del raton C57/BL6,
producido por la ingesta ad libitum de etanol en diferentes dosis (7% y 15%) por lo

menos tres dias consecutivos.

- Estudiar el perfil diario en la conducta de ansiedad a través de la prueba MBT en

animales intactos y bajo las dosis de etanol anteriormente mencionadas.

- Aportar mayor conocimiento sobre el efecto de la ingesta crénica de etanol a
diferentes dosis y sus efectos sobre la locomocion y la regulacion diaria de la

manifestacion de ansiedad en el raton C57/BL6.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Para conocer los efectos del etanol tanto en la conducta de ansiedad del raton C57/
BL6, como en su locomocion, se recurri6 a dos tipos de prueba: 1) el registro de
actividad, que permite cuantificar los niveles de locomocion en oscuridad constante y 1)
la prueba de enterramiento de canicas, también conocida como “Marble Burying
Test” (MBT), que se utiliz6 para determinar si el etanol modifica el comportamiento del

modelo.

Para estudiar cudl es el efecto de la ingesta crénica del etanol en el perfil circadiano de
ansiedad, se realiz6 la prueba de enterramiento de canicas (MBT) cada 4 horas,

durante un periodo de 24 horas en un ciclo luz-oscuridad (LO 12:12).

En este proyecto se utilizaron 30 ratones machos adultos C57/BL6 de
aproximadamente dos meses de edad. Debido a que cada individuo es su propio
control, los animales se colocaron individualmente en cajas de vidrio para evitar
cualquier tipo de agresion entre ellos, asi como para facilitar el registro de la
informacion de cada uno. Cada ratén contaba con agua y alimento (Chow, PURINA) ad
libitum; en una habitacién con ventilacion continla, una temperatura entre 22°C y 26°C

y un fotoperiodo de LO 12:12.
A) Ingesta Crénica de Alcohol

Los ratones se mantuvieron individualmente durante todas las observaciones y registros
en cajas rectangulares de vidrio de 10 cm X 10 cm X 30 cm en un sustrato de aserrin
fino, el cual era el mismo que se us6 durante la prueba de ansiedad; cada caja estaba
provista de bebederos graduados de 45ml. Las dosis de EtOH que les fueron
administradas a los animales fueron de 7% y 15% en agua ad libitum. Entre ambas
dosis de EtOH se les realizé un lavado o limpieza con agua durante 7 dias. Diariamente
se registraba la diferencia de volumen de ingesta (en ml) con respecto al dia anterior y

se estimaba cantidad de alcohol y agua ingerido por cada ratén.
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B) Registro de Actividad (Locomocion)

En los costados de cada caja de vidrio donde se encuentraba cada raton, se
implement6 un sistema de registro integrado por dos barras con sensores infrarrojos,
colocadas a nivel del piso. Estas barras detectaban el movimiento del animal a través
de la interrupcion de la sefial de los sensores. Por medio de una interfase, la
interrupcion de las sefiales infrarrojas se registré corriendo el programa Ralm15 en
version PC, lo que permite registrar el nimero de interrupciones a los sensores
infrarrojos cada 10 minutos durante 4 a 6 dias continuos; los datos fueron almacenados

hasta su posterior analisis.
C) Marble Burying Test (MBT)

De acuerdo con Nicolas, Kolb y Prinssen (2006), la prueba de enterramiento de canicas
(MBT) ha utilizado como prueba modelo para el estudio y deteccién de ansioliticos. La
prueba consiste en la colocacién de 12 canicas de colores opacos en una caja con las
misma dimensiones de las cajas en las que habitan los ratones (10 cm X 10 cm X 30
cm). Las canicas se colocan en presencia del animal, con la misma distancia de
separacion en 4 hileras de tres canicas cada una sobre una cama de aserrin fino de

aproximadamente 3 cm de profundidad (figura 4).

Se dejarn transcurrir 15 minutos (tiempo estandar) a una intensidad de luz de alrededor
de 10-15 Luxos. Al finalizar los 15 minutos, se registra el niumero total de canicas

enterradas (frecuencias de enterramiento).

El tiempo estandar es de 15 minutos debido a que, después de pruebas preliminares,
se demostrd que ese es el tiempo en el que el ratén llega al nimero maximo de canicas

gue es capaz de enterrar (nUmero de saturacion).
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Figura 4. Prueba de enterramiento de canicas “Marble Burying Test” (MBT): doce canicas son colocadas
en cuatro hileras, el raton permanece 15 minutos dentro de la jaula y al finalizar se registra el nimero
total de canicas enterradas. Las fotos presentadas en la figura ilustran tanto la colocacion de las canicas
como al animal explorando y enterrandolas.

D) Analisis de datos

Los datos obtenidos de las pruebas MBT fueron analizadas con el programa para PC
COSINOR (Grupo Multidisciplinar de Desenvolvimento e Ritmos Circadianos, de la
Universidad de Sao Paulo, Brasil), el cual permite analizar series de datos recolectados
a las mismas horas y en un periodo de 24 horas, para obtener los valores de la curva

ajustada, asi como los valores de la media, el porcentaje de ritmicidad, la acrofase, etc.

Los datos obtenidos a través del registro de actividad locomotriz en libre curso fueron
analizados con el programa Actiview (Minimitter) para generar los parametros del
periodo (t), asi como promedios individuales de la actividad locomotriz y los

actogramas analizados.

Para los célculos estadisticos se utilizé el programa estadistico Stawin Pam de

Windows XP, con el que se realizaron pruebas t de Student independientes.
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VIII. Resultados
A. Ingesta de EtOH

En la tabla 1 se muestra el consumo diario y semanal de etanol de los ratones usados en
este estudio, en cada una de las condiciones de ingesta y lavado de alcohol. La cantidad de
liguido consumido no es estadisticamente diferente; sin embargo, existe una ligera tendencia
al aumento en el consumo de agua durante el lavado, asi como en el 15% de ingesta de

etanol.

Condicién Consumo Consumo
Semanal (ml) diario (ml)

Tabla 1. En esta tabla se muestran los
7% EtOH 23.92 + (4.10) 3.41 + (4.10) promedios (£EE) ,del consumo semanal

y diario de etanol de todos los ratones.

Lavado 51.22 + (16.68) | 7.31 * (16.68)

15% EtOH 33.78 £ (5.14) | 4.82 £ (5.14)

B. “Marble Buring Test” (MBT)

En la figura 5A se muestra el promedio (2EE) y el ajuste por Cosinor del perfil diario de la
manifestacion de ansiedad en ratones control (a), que no han ingerido EtOH; después de
haber ingerido 7% de EtOH durante una semana (b), el valor maximo en la acrofase se
desplaza de las 4.14 horas a las 8 horas. Es decir, que se presenta un retraso en la fase y el
raton muestra el punto maximo en el comportamiento de enterramiento de canicas durante

las primeras horas de su dia subjetivo, en lugar de hacerlo durante su noche o su fase activa.

Tras una semana de la ingesta de un 15% de etanol (c), se pierde la ritmicidad del perfil
diario que se aprecia en condiciones normales. El valor de la acrofase en esta condicién no
es significativo, ya que al perderse la ritmicidad no se puede hablar de un momento donde se

presente un claro aumento en la conducta de enterramiento.

En la gréafica de la figura 5B se comparan las tres curvas ajustadas. Los picos de la curva
obtenida tras la ingesta de 7% EtOH se recorren en comparacion a la obtenida en
condiciones normales. Al comparar la curva en condiciones normales contra la curva
registrada tras la ingesta del 15% EtOHI se observa una clara abolicion de la ritmicidad de la

conducta de enterramiento.
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En el caso de las amplitudes de las diferentes dosis, éstas presentan una tendencia a

disminuir conforme la dosis aumenta; en el caso del 15% EtOH, la amplitud de toda la curva

varia poco.
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Figura 5. A. Doble trazo del perfil diario de la
manifestacion de ansiedad mediante MBT, se
indican valores promedios + EE: a) Control
(acrofase 4.14h); b) después de una semana de
ingesta de etanol al 7%, (acrofase 8h); c) después
de una semana de ingesta de etanol ad libitum al
15% (acrofase 19.30h). La linea roja suavizada
muestra el ajuste por Cosinor; las secciones grises
indican las horas de obscuridad durante un ciclo de
24 horas. B. Comparacion de las curvas ajustadas
(control, 7% y 15%).

En la figura 6 se muestran los valores promedio obtenidos del programa Cosana. En la

grafica A (mesor) existe disminucion significativas de la media entre el control vs 7%, control
vs el 15% y entre ambas dosis (t-Student p=0.015, p=0.000001 y p=0.000592). En la gréfica
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B se muestra el porcentaje de ritmicidad, el cual muestra una tendencia a disminuir durante
la ingesta del 15 % de EtOH en comparacion con el control y 7% de EtOH donde aun se
puede observar la presencia de una ritmicidad. Tanto la disminuciéon en el porcentaje de
ritmicidad, como el de la media, muestra concordancia con los datos observados en la figura
5A.

En la grafica C se muestran los valores promedios (xEE) de la acrofase en las tres
condiciones (control, 7% y 15% EtOH). Se puede ver claramente, como la ingesta del 7%
presenta una tendencia a retrasar la acrofase, mientras que con el 15%, el valor de la

acrofase es cercano al control.
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Figura 6. Promedios (*EE) del programa Cosana; A) mesor del periodo, B) porcentaje de ritmicidad C)
acrofases de cada condicidn, D) porcentaje de animales que presentaron un valor de P menores a 0.05.

En la figura 7 se muestra que la ingesta de EtOH en diferentes dosis modifica la
manifestacion de la conducta de ansiedad durante una hora especifica (12-13 horas). En

términos generales, se puede hablar de un incremento significativo (t-Student p=0.044) en la
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conducta de enterramiento bajo dosis de 7% EtOH, mientras que no se aprecia un cambio
significativo al compararlo con el 15% EtOH. Cabe mencionar que, durante la semana de
limpieza, los individuos tienden a regresar practicamente al valor observado en condiciones
normales. Es importante recalcar que esta prueba se realizaba durante su dia subjetivo, es

decir, que a los individuos se les privaba del descanso y se les sometia a realizar la prueba.

T
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Figura 7. Prueba MBT realizada entre las 12:00 y 13:00 antes y después de permanecer en registro de actividad
entre 3-6 dias (periodo durante el cual se les administraban las diferentes dosis de etanol). Se observa una
diferencia significativa (t-Student p= 0.044) entre el nUmero de canicas enterradas después de la ingesta de 7%
EtOH y el control.

C. Registro de Actividad

En la figura 8 se muestra el promedio de la actividad locomotriz, donde se observa que, bajo
condiciones normales, los ratones tienden a presentar un incremento en la locomocion
durante el segundo dia del registro, regresando a un promedio basal para el tercer dia. Este
aumento en la locomocion del animal se ve modificado tras la ingesta de EtOH, tanto al 7%
como el 15%; se extiende para el tercer dia y posteriormente decae a un promedio basal. A
pesar de que el aumento de actividad durante al ingesta de 7% EtOH es mayor al incremento

en la actividad presentada con el 15%, estas diferencias no son significativas.
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Figura 8. Comparacion de los promedios porcentualizados de actividad locomotriz promedio (+ EE) por dia entre
las condiciones experimentales control, 7% y 15% EtOH; en condiciones constantes de obscuridad (OO) por un
periodo de 3 dias.

En la figura 9 se muestran los promedios porcentualizados de cada condicion (control, 7%
EtOH, lavado, 15% EtOH); el control equivale al 100%, a partir de este dato, se obtuvieron
los demas. Ambas dosis de EtOH presentan diferencias significativas si se contrastan con la

actividad promedio bajo condiciones normales (t-Student p=0.0081; p=0.0213).

Se ha hecho referencia a que el tratamiento de retiro de alcohol produce una variedad de
efectos en la expresion de los ritmos circadianos (actividad locomotriz principalmente), Si se
considera al periodo de lavado como un tratamiento de retiro de alcohol, se puede observar
en la figura 10 que los individuos recuperan su locomocion “normal”. A pesar de que la
actividad si se ve afectada por la ingesta de alcohol, no se puede hablar de alguna tendencia

o cambio significativo en la expresion del ritmo circadiano.
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Figura 9. Porcentualizacion de actividad bajo las diferentes condiciones obtenidas del registro de locomocion en
libre curso, en un periodo de 3-6 dias. Los datos control vs la ingesta de 7% de etanol presentan una p=0.0081,
lo que representa un valor significativo. También mostré un valor significativo es el del control vs 15% de ingesta
de etanol p=0.0213.

En la gréfica A de la figura 10 se pueden observar los periodogramas de todos los ratones a
los que se registré su locomocién en condiciones constantes de obscuridad. Existe una
tendencia al cambio del valor del periodo; esta tendencia varia dependiendo del individuo, ya
gue se encontraron ratones en que aumenta (23.45h a 25h), mientras que en otros disminuye
a lo largo de las diferentes condiciones de administracion de alcohol (25.5h a 23.55h). La

grafica B de la figura compara los actogramas tanto de 7% y 15% EtOH de un raton.

En el actograma del 7% se ve un incremento en la locomocion espontanea, que se encuentra
acompafada de inmovilidades entre cada inicio de actividad. En el actograma del 15% se
observa que, aunque en general la locomocion diaria tiende a disminuir, los inicios de

actividad diarios presentan una estabilidad en el inicio de fase (linea roja suavizada), en
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contraste con el actograma del 7%,donde el inicio de actividad presenta un retraso conforme

pasan los dias (linea roja suavizada).

B. 7% EtOH 15% EtOH

26

25

24

horas

23

22

7% 15%

Figura 10. A. Gréfica de los valores de periodo obtenidos mediante periodogramas (datos obtenidos con el
programa de analisis Actiview) durante la ingesta de etanol al 7% y 15%, se observan tendencias tanto en
aumento como en disminucion de los valores dependiendo del individuo que se evalué. Cada linea de color
corresponde a un raton diferente B. Comparacién de actogramas 7% y 15% de EtOH de un mismo animal; la
linea roja suavizada muestra la estimacion del inicio de actividad locomotriz diaria durante el registro en libre
Ccurso.
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IX. Discusién

En lo que confiere a la ingesta de EtOH en la tabla 1, los ratones tendieron a consumir entre
4-7 ml diarios; no existen diferencias significativas entre las diferentes condiciones
experimentales. Esto es consistente con otros estudios donde se ha documentado que la
mayoria de los roedores presentan un patron de ingesta de alcohol, que se ajusta a sus

patrones normales de ingesta de alimentacion y agua (Rosenwasser et al, 2005 ).

La prueba de enterramiento de canicas (MBT) se llevo a cabo de dos formas distintas:
primero se realizé una Unica prueba antes y después de iniciar alguno de los tratamientos, ya
fuera el control, la ingesta de alcohol (7% y 15%), o el lavado. Como se observa en la gréafica
de la figura 7, si se realiza la prueba de enterramiento de canicas antes y después de siete
dias de la ingesta de EtOH solamente a una hora determinada (12-13 hrs), se puede
observar que, en efecto, la manifestacion de la ansiedad ante dosis bajas de alcohol (7%) se
inhibe significativamente. Mientras que al aumentar la dosis de EtOH, la conducta ansiosa de
los roedores tiende a aumentar, lo que se refleja en una menor cantidad de canicas
enterradas. En dicha gréafica también se puede apreciar como siete dias de “lavado” (ingesta
de agua) fueron suficientes para retomar un valor similar al observado en el control; lo que
muestra que los individuos se encontraban en un estado semejante al iniciar la ingesta
cronica de EtOH ad libitum al 15%.

Actualmente se ha probado que en ratones C57/BL6, existe una relacion directa entre la
dosis de alcohol y la presencia de ciertos cambios conductuales, ya sea que aumenten o se
inhiban. Se ha visto que ante dosis bajas de EtOH (<10%), se reduce la ansiedad, lo que se
proyecta en una mayor exploracion del medio y por ende, a una mayor actividad, ocurriendo
lo contrario ante dosis altas (Duncan et al 1988); en referencia a este punto, en la figura 7 se
observa claramente este aumento, asi como disminucion de la conducta considerada como
ansiedad, lo que es consistente con otros estudios (Matchett y Erickson, 1977; Smoothy vy
Berry 1984, 1985).

Posteriormente se efectud la prueba de enterramiento durante un periodo de 24 horas (cada
4 horas se sometia a los individuos a la prueba MBT), para ver si se observaba la presencia
de un perfil diario en la manifestacion de ansiedad. En la grafica A de la figura 5 se puede
observar que, en efecto, la conducta de ansiedad presenta un perfil diario en animales
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control. En esta grafica, lo que se estd midiendo es Unicamente la conducta de MBT
relacionada con la ansiedad. En primera instancia la acrofase de la grafica a se encuentra a
las 4.14 horas, en la grafica b podemos observar cdmo esta acrofase se desplaza (retraso).
Si observamos las amplitudes de las tres gréaficas (a,b,c) se aprecia como la ritmicidad del

perfil, se pierde tras la ingesta de EtOH al 15%.

Se ha reportado que en los ratones C57/BL6 bajo, condiciones constantes de luz, la ingesta
de alcohol altera la fase, modifica la amplitud e incluso llega a suprimir la expresion total de
los ritmos circadianos en una gran variedad de funciones fisiolégicas y conductuales,
incluyendo la temperatura corporal y la actividad locomotriz (Baird et al, 1998). La
importancia de la figura 5 es que estas alteraciones que se han observado en el registro de
actividad también son evidentes en la manifestaciébn de una conducta (ansiedad en este
caso) alterada por el EtOH, lo que indica que actla sobre el reloj y que a la vez, esta

conducta se ve afectada y controlada por el reloj circadiano.

En la grafica B de la figura 5 se comparan los valores las curvas ajustadas; esta grafica
permite observar con mayor detalle lo ya mencionado: el desplazamiento o retraso de la fase
y la pérdida de la ritmicidad conforme aumenta la ingesta de alcohol. De igual forma,
observando las graficas de la figura 6, hay consistencia con lo mencionado en la figura 5.
Existen diferencias significativas en los valores de la media (grafica 6A) de cada condicion
contra el control. También se observa una tendencia de disminucion en la ritmicidad (gréfica
6B) de los perfiles bajo las diferentes dosis; en la ingesta del 7% se presenta un porcentaje
de ritmicidad de 44.40%, mientras que el porcentaje de ritmicidad del 15% es de 8.91%; en
comparaciéon con el valor control (48.43%). Los datos promedio de acrofase en la grafica 6C
(4.14 horas para el 7% y 8 hora para el 15%) se desplazan conforme la ingesta de EtOH

aumenta.

De acuerdo a la literatura, los roedores suelen aumentar su locomocién espontanea ante
dosis bajas de alcohol mientras, que cuando se les administra una dosis alta, su locomocion
tiende a disminuir (Matchett y Erickson, 1977; Smoothy y Berry 1984; Frye y Breese 1981).
En la figura 9 se ejemplifican los valores obtenidos del registro de actividad durante los

primeros tres dias, a pesar de que ante ambas dosis de alcohol se aprecia una tendencia en
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el aumento de actividad (sobre todo durante el dia dos) la tendencia al 7% es mayor que la
del 15%.

En los antecedentes se hace referencia a que tanto la ingesta de alcohol como el tratamiento
de retiro de alcohol produce una variedad de efectos en la expresion de los ritmos
circadianos, tanto en humanos como en otros animales (Eastman et al., 1994). En la gréfica
de la figura 10 se observan los valores promediados del registro de actividad a lo largo de 6
dias. Si consideramos al lavado como un tratamiento ligero de retiro de alcohol (abstinencia),
no se pueden observar cambios significativos en la expresion del ritmo, sino por el contrario,

se observa una tendencia a retomar el estado “normal” observado en el control.

El aumento de actividad en dosis bajas de alcohol suele estar acompafado de un aumento
en el periodo de inmovilidad, asi como la presencia o incremento de otras conductas, como
la de excavar o enterrar (Smoothy y Berry 1984, 1985). En este trabajo se puede apreciar
gue, en efecto, en dosis bajas de alcohol, 7% la actividad locomotriz es mayor y por ende, la
conducta de ansiedad se inhibe; lo que se comprueba con el aumento significativo de

enterramiento de canicas.

En la grafica A de la figura 11 podemos observar que existen cambios en el periodograma de
cada individuo, ya que dependiendo del individuo, el periodo aumenta o disminuye. Los
valores entre los que oscilan todos los periodos, son de 23 a 25 horas. En los actogramas de
la gréfica B de la figura 11 se ve que los periodos de inmovilidad y de actividad con dosis
bajas son mas espontaneos. En contraste, durante la ingesta de EtOH al 15% lo periodos de
inmovilidad tienen una mayor duracion y la actividad presenta un patrén mas claro de inicio.
Se ha visto que en los roedores, cuando se les administra una dosis alta de EtOH (>10%), la
locomocion tiende a disminuir e incluso se ha llegado a registrar indicios de depresion
(Matchett y Erickson, 1977; Smoothy vy Berry 1984; Frye y Breese 1981). De hecho, el
aumento de actividad en dosis bajas de alcohol suele estar acompafiado de un aumento en
el periodo de inmovilidad (Smoothy y Berry 1984). En el caso de estos actogramas se puede
observar una ligera modificacion en el ritmo (sobre todo en el inicio y en los momentos de
inmovilidad) entre la ingesta del 7% y el 15% ya que en el caso del primer actograma (7%) el
inicio de la actividad se va retrasando conforme avanzan los dias, mientras que en el del

15% el inicio se presenta constante durante la semana de ingesta.
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La administracion aguda de EtOH produce alteraciones en los ritmos circadianos a nivel
fisiologico (suefio-vigilia, alimentacion, etc.), endocrino y conductual (exploracion y relaciones
sociales) (Baird et al. 1998, Ehlers y Slawecki 2000 Barr 1988; Goldstein y Kakihana 1977,
Kakihana y Moore 1976). La evidencia que existe un perfil diario de la conducta de ansiedad,
permite estudiar con otro enfoque las consecuencias de una ingesta cronica de alcohol, ya
gue esta conducta esta estrechamente asociada con el EtOH tanto en humanos como en

roedores.

En relacion con la actividad locomotriz, a pesar de que el aumento en ésta no puede ser
utilizado como una caracteristica de ansiedad, si nos permite establecer una relacién directa
con dicha conducta, pues la locomocion espontanea se ve directamente afectada por un
incremento (o decremento) en la ansiedad. Es decir, si consideramos que la ansiedad es un
estado de excitacion vegetativa semejante al miedo, es de esperarse que la actividad
locomotriz sea menor conforme mas ansioso este el individuo; por ende, la conducta
exploratoria asi disminuye y las inmovilizaciones aumentan. De esta manera se puede decir
gue, en efecto, el alcohol tiene repercusiones directas en los relojes circadianos y en
consecuencia, la expresiébn de estos mismos (en este caso a través de la conducta

ansiedad).

A pesar de que algunas de las consecuencias del alcohol se relacionan con la disrupcién del
tiempo fisiolégico normal, la mayoria de los estudios realizados en los efectos
cronobiolégicos del alcohol se han realizado bajo condiciones normales, donde los estimulos
del ambiente afectan directa o indirectamente a los ritmos circadianos. Esto no permite
separar efectivamente los efectos que produce el alcohol sobre el reloj circadiano
(marcapasos central) de aquéllos que afectan al reloj en sus vias eferentes (psicolégicas y

sistemas de control).

Gracias a los estudios que se han realizado en animales, se han podido aislar un poco y
estudiar al reloj de forma mas cercana. Los resultados obtenidos muestran que, en efecto, el
alcohol acta sobre el reloj biolégico de diferentes especies como ratones, ratas y humanos,
de tal forma que a la larga se podra entender de forma mas clara, como es que el

alcoholismo afecta a los seres humanos.
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X. Conclusiones
Del siguiente trabajo podemos concluir que:
- La manifestacion de la conducta de ansiedad presenta un perfil diario.

- Tras la ingesta ad libitum de alcohol (7%), se observa un cambio (retraso) en la fase de

enterramiento de canicas.

- En el perfil diario de la manifestacion de ansiedad la ritmicidad se ve abolida tras una

ingesta crénica de alcohol al 15%.

- La actividad locomotriz es mas dispersa con dosis bajas de alcohol, mientras que ante
dosis altas, los inicios e inmovilidades presentan mayor duracion y presetnan mayor

estabilidad de fase.
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