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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ATV- Area Tegmental Ventral

CLO 12:12 - Ciclo luz-oscuridad, 12 horas de iluminacion y 12 horas de oscuridad
CPF- Corteza Prefrontal

DPN - Dia postnatal

HL- Hipotalamo Lateral

HPA - Eje Hipotaldmico de la Pituitaria Adrenal
NAc- Nucleo Accumbens

NSQ- Nucleo Supraquiasmatico

PCM- Privacion de cuidado materno

PCD- Periodo critico del Desarrollo

RC - Ritmo circadiano

RCAR- Ritmo Circadiano de Actividad-Reposo
RCI- Ritmo Circadiano de Ingesta

REAR- Ritmo Enddgeno de Actividad-Reposo
SPCM- Sin privaciéon de cuidado materno
TUS- Trastorno por Uso de Sustancias

TUA- Trastorno por Uso del Alcohol



GLOSARIO DE TERMINOS

RITMO CIRCADIANO: Oscilacibn de una variable biolégica con un periodo
aproximado a 24 horas, que es generado endégenamente.

SINCRONIZACION: Proceso mediante el cual un ritmo circadiano se ajusta o
acopla a los cambios ambientales luz-oscuridad.

RELOJ CIRCADIANO: Sistema neuronal cuyos mecanismos moleculares estiman
el tiempo y asignan la temporalidad de ocurrencia a diversas funciones
fisiologicas, en ritmos ultradianos, circadianos o infradianos.

OSCILADOR: Un sistema cuyos componentes interactian para producir un ritmo
con una duracion de periodo definible.

NUCLEO SUPRAQUIASMATICO: Niucleo hipotalamico del cerebro que se
encuentra en la parte superior del quiasma éptico en la region anteroventral del
hipotalamo. Los 2 nucleos bilaterales que comprenden el NSQ contienen entre
8,000 y 10,000 células, cada uno y funcionan como el reloj maestro en los
mamiferos.

CRONOTIPO: Variaciones de los ritmos enddgenos de un individuo para iniciar su
suefio a una hora particular de las 24h del dia. Por ejemplo, el cronotipo de fase
avanzada puede iniciar su suefio a las 7-8 de la noche, pero despertarse alas 4 o
5 de la mafana (también se le conoce como cronotipo matutino o tipo alondra). El
cronotipo de fase retrasada inicia su suefio a la 1 o 2 de la mafana, pero se
despierta a las 10-11 de la mafiana (También se le conoce como cronotipo
vespertino o tipo buho). El cronotipo mas frecuente y por lo mismo se le considera
el silvestre o normal, iniciia el suefio entre 10-11 de la noche y se despierta entre 6
y 7 de la mafana

(Bell-Pedersen et al., 2005 & Dictionary of circadian physiology, 2005)



RESUMEN

El trastorno por uso de sustancias (TUS) es multifactorial, incluyendo factores
genéticos, ambientales y epigenéticos (interaccion genoma-medio ambiente). En
algunos pacientes que sufren TUS se ha observado que presentan cronotipos de
fase retrasada. Esta condicion puede deberse a una mutacidon genética o a un
cambio epigenético. Con todo, afecta los patrones de consumo de drogas. En este
contexto el modelo de PCM en ratas macho Wistar, permite aumentar la
informacién sobre los factores que vulneran a un sujeto para padecer TUS. El
modelo PCM consiste en separar a las crias de su madre durante 3 horas diarias
del dia posnatal 2 al dia postnatal 15 (PN2-PN15); permitiendo evaluar cambios
cerebrales y/o conductuales en etapas posteriores del desarrollo. Se desconoce si
la separacion materna tiene efectos sobre la homeostasis del ritmo circadiano de
ingesta (RCI) y si estos potenciales efectos sobre el RCI, pueden influir en el
consumo de alcohol. El objetivo del presente trabajo fue conocer si la PCM
modifica el RCI y el consumo de alcohol en ratas juveniles. Se emplearon 20 ratas
macho Wistar, la mitad de los sujetos fue sometida al protocolo de PCM, la otra
mitad se utiliz6 como grupo control (permanecio todo el tiempo con su madre,
hasta el dia del destete, DPN21, SPCM). A partir del DPN 60, se evaluo el RCI.
Para ello, se colocaron 2 botellas de agua en la caja habitacion de las ratas,
durante 10 dias en el ciclo luz-oscuridad 12:12 (CLO, luces encendidas a las 8
am), seguido de 2 semanas en oscuridad constante (O-O), para evaluar el ritmo
enddégeno. Durante 2 semanas mas regresaron al CLO (para evaluar los dias
transitorios de re-sincronizacién). En los 19 dias (CLO) siguientes se sometieron al
consumo voluntario de alcohol (1 botella con 10% de alcohol y la otra de agua).
Los resultados mostraron que la PCM no modifico la cantidad de actividad del RCI,
la duracion del periodo, ni el nimero de dias transitorios para la resincronizacion.
La PCM no modifico el consumo de alcohol. Sugiriendo que los eventos
estresantes en la vida temprana no impactan en la homeostasis circadiana de
ratas juveniles Wistar macho.

Palabras clave: cuidado materno, ritmo circadiano, ritmo endogeno,
resincronizacioén, ingesta de alcohol.



1. INTRODUCCION

De acuerdo al National Institute on Drug Abuse (NIDA) en 2108 define a la
adiccion como “una enfermedad cronica caracterizada por la busqueda y el uso
compulsivo e incontrolable de una droga, a pesar de las consecuencias”. La
dependencia a sustancias, incluyendo la generada por el alcohol que es de interés
en el presente estudio, menciona como criterios para su diagndéstico presentar tres
0o mas de las siguientes caracteristicas en algin momento, de un periodo
continuado de 12 meses: tolerancia, sindrome de abstinencia, consumo de la
sustancia en cantidades mayores o durante un periodo mas largo de lo que se
pretendia inicialmente, esfuerzos infructuosos de controlar el consumo de la
sustancia o para reponerse de sus efectos, invertir mucho tiempo en actividades
relacionadas con la obtencion de la sustancia, reduccion de actividades sociales,
laborales o recreativas debido al consumo de la sustancia, continuar el consumo
de la sustancia a pesar de tener conciencia de problemas psicoldgicos o fisicos
gue le ocasiona al sujeto dicho consumo (American Psychiatric Association, 2013).
En México, la Encuesta Nacional de Consumo Drogas, Alcohol y Tabaco 2016-
2017 (ENCODAT) reporto que el 2.2% de la muestra entrevistada de entre 12 y 65

afios de edad presentd una posible dependencia al consumo alcohol.

No esta claro por qué algunas personas desarrollan dependencia a alguna
sustancia de abuso y otras no. Prospero-Garcia (2014) menciona que los factores
genéticos y ambientales participan en el desarrollo del Trastorno por Uso del
Alcohol (TUA). Con respecto a los primeros, que los consideramos una
vulnerabilidad del sujeto, se habla de un aumento del 50% de probabilidad de que
un sujeto con algun progenitor que padece alcoholismo herede genes que lo
vulneren a un TUA. La relevancia de dichos genes que codifican, por ejemplo,
para las enzimas que participan en la biotransformacion del OH- en el
metabolismo del alcohol, entre ellas la deshidrogenasa de alcohol y la

deshidrogenasa de aldehidos, es que generan isoformas de dichas enzimas que



presentan mayor o menor actividad para metabolizar el alcohol. También se
menciona que el estrés en etapas tempranas de la vida (v.gr., inducido por
negligencia fisica y afectiva, abandono y/o abuso sexual) puede predisponer a un
sujeto a un consumo excesivo de alcohol en etapas posteriores, en comparacion
de quienes no experimenten dicho estrés. A esta afeccion se la llama fragilidad
social en contraste de la vulnerabilidad genética.

El cuidado materno deficiente en la vida temprana puede generar cambios
neurobioldgicos que perduren en etapas posteriores, que hacen vulnerable al
sujeto al consumo de alcohol. Por ejemplo, Romano-Lopez et al. (2016) reportaron
gue las ratas macho separadas de su madre durante seis horas diarias (9:00-
12:00 y 14:00-17:00) del DPN 2 al DPN 15, muestran en la edad adulta un
aumento en la expresion del receptor D2 en el nicleo accumbens (NAc) y una
disminucion del receptor D3 en la corteza prefrontal (CPF). Asimismo, disminucion
de las enzimas amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH) y lipasa del
monoacilglicerol (MAGL) en el NAc, enzimas que participan en la degradacion de
canabinoides. También se reportaron cambios en la longitud dendritica neuronal
en ambas regiones CPF y NAc. Estos cambios muestran una alteracion en la
microestructura neuronal y en los sistemas cannabinoide y dopaminérgico,

mismos que se ha demostrado, se encuentran afectados en los adictos.

Siguiendo en linea con el protocolo de privacion de cuidado materno (PCM)
es interesante describir los cambios que ocurren con respecto a los ritmos
circadianos. Prieto et al. (2012) mostraron que las ratas sometidas PCM, durante
tres horas diarias en los primeros 14 dias posnatales, presentan reduccion de la
cantidad de suefio sin movimientos oculares rapidos (NMOR) y suefio MOR y
aumentada la cantidad de vigilia en comparacién con el grupo control, sin
privacion de cuidado materno (SPCM). En este contexto, es importante conocer si
la separacion materna pude generar cambios en los ritmos circadianos

enddgenos, v.gr. ritmo enddgeno de actividad y reposo (REAR).

En el presente estudio, se busca dar respuesta a la pregunta antes

mencionada, sobre factores de fragilidad social que pudieran predisponer a un



sujeto al consumo de drogas, especificamente de alcohol, elucidando si la PCM,
experiencia estresante a temprana edad, puede generar cambios en el REAR, y
contribuir a predisponer a un sujeto a generar adicciones en etapas posteriores de
la vida.

La importancia de esta investigacion radica en aportar conocimientos sobre

la PCM como posible factor que induce vulnerabilidad para padecer alcoholismo.

1.2 DESARROLLO DE LOS ROEDORES

Durante el desarrollo de un sujeto, existen momentos particulares en los
gue el cerebro presenta una mayor tasa de un evento especifico, por ejemplo, la
migracion y diferenciacion celular. La neurogénesis hipocampica alcanza su
maximo pico en la segunda semana de vida en los roedores y en el segundo mes
en los humanos (Fenoglio, Brunson & Baram, 2006). Se les conoce como periodos
criticos del desarrollo (PCD). En estos periodos el organismo es mas susceptible
a sufrir ciertas modificaciones propiciadas por el ambiente, positivas o negativas,
gue pueden perdurar en etapas posteriores (Smart, 1991). En la figura 1 se
muestra una curva comparativa de las tasas de los principales eventos en el
desarrollo del SNC en las ratas y los seres humanos, y un esquema del desarrollo

de la organizacién celular en mamiferos.

En los roedores, un factor critico para su desarrollo, es la nutricion
balanceada durante el periodo de gestacion y/o lactancia. En ratas se ha llevado
a cabo protocolos de desnutricion durante los periodos mencionados y se ha visto
gue los sujetos malnutridos tienden a tener cerebros pequefios con respecto a la
edad y peso corporal que presentan, cambios en la expresion de enzimas y en el
tamafio de algunas estructuras cerebrales, por ejemplo, el cerebelo (Dobbing &
Sands, 1971; Dobbing, 1972).



Anteriormente se mencioné que el ensamble cerebral no es un proceso
pasivo, por el contrario, el encéfalo es sensible al ambiente. Condiciones hostiles
para las ratas puede producirles distintos efectos, de acuerdo a la magnitud, tipo y
momento del desarrollo en que el sujeto lo experimente. Por ejemplo, se ha
descrito, en los roedores, diferentes patrones de comportamiento social en la edad
adulta, que resultan de la exposicién a diferentes tipos de factores estresantes, en
diferentes puntos temporales de desarrollo. El estrés prenatal y neonatal (privacion
de cuidado materno) disminuy6 las interacciones sociales en la adultez, en
comparacién con ratas que experimentaron estrés (aislamiento social) en edad
juvenil. Por otro lado, el estrés prenatal en roedores reduce las conductas de
agresividad en edad adulta, mientras que el estrés por privacion de cuidado
materno suele aumentarlas. El estrés impacta diversas estructuras y funciones
cerebrales (particularmente la amigdala, la corteza prefrontal, hipocampo y
sistema mesolimbico), de acuerdo al momento del desarrollo en que se

experimente (Sandi & Haller, 2015).

El modelo de estrés por privacion de cuidado materno (PCM), no solo tiene
repercusiones en el eje hipotdlamo-hipofisario. También se ha reportado que las
crias que experimentaron PCM durante 360 minutos mostraron alteraciones en las
vocalizaciones ultrasonicas durante este periodo, en comparacion a las crias con
PCM de 15 minutos (Ploj, Roman, & Nylander, 2003) . Ademas, la mayoria de los
sujetos, PCM y SPCM, abrieron sus ojos entre los DPN 14-15. Sin embargo, el
20% de los sujetos PCM de 360 minutos abrieron los ojos en los DPN 16-17; en
comparacion con el 3% de los sujetos SPCM (Ploj, Roman & Nylander, 2002). En
ninguno de los 2 estudios se reportaron diferencias entre los grupos, con respecto
al peso corporal. No se conoce el mecanismo exacto por el cual la PCM ejerce
efectos sobre el desarrollo de un sujeto; sin embargo se ha propuesto una serie de
hipétesis y posibles efectos. En el siguiente capitulo se abordara de forma mas

especifica el paradigma de PCM.


https://es.wikipedia.org/wiki/Hipot%C3%A1lamo
https://es.wikipedia.org/wiki/Hip%C3%B3fisis
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Figura 1. Desarrollo cerebral de las ratas. A) Curva comparativa de las tasas en las que
se presentan los principales eventos en el desarrollo del SNC en ratas y humanos. Los
picos en las curvas representan los PCD. B) Esquema de la organizacion celular que
ocurre a lo largo del desarrollo de los mamiferos. Tomado y modificado de (Romero, 2010
& Morgane, et al., 1993).



1.2.1 CUIDADO MATERNO Y ABUSO DE SUSTANCIAS

El paradigma de privacion de cuidado materno (PCM) se define como “una ruptura
en la continuidad de la relacion madre-hijo después de que la relacién es
establecida” (Delavari et al.,, 2016, p.108). La PCM en roedores consiste en la
separacion de las crias de su madre, lo cual es posible al trasladar a las crias o a

la madre a una caja distinta a la que viven.

Existen diversos modelos experimentales de PCM en los roedores que se
han propuesto para producir condiciones hostiles durante la infancia de las crias,
permitiendo evaluar diversos cambios cerebrales y/o conductuales en etapas
posteriores del desarrollo. De manera general, lo que consideran dichos modelos
es el tiempo, frecuencia, hora de separacion (momento del CLO) y condiciones
con que separan a las crias de su madre, Con relacion a lo primero, puede ser un
solo dia (24 horas) o 60 a 360 minutos diarios en un periodo desde 13 a 21 dias.
La separacion de las crias puede ser individual o por camada, es decir, mantener
juntas a las crias o separar a cada miembro de la camada. Es importante
mencionar que también existen variaciones con respecto al grupo control del
paradigma mencionado, que puede permanecer todo el tiempo con su madre o
puede tener una separacion y manipulacion corta, de 15 minutos, por parte del

experimentador (Nylander & Roman, 2013).

En algunos estudios con roedores se ha mostrado que la expresion de la
proteina c-Fos aumenta en algunas estructuras cerebrales a consecuencia de la
PCM. Por ejemplo, Horii-Hayashi et al. (2013) mostraron mayor expresion de c-
Fos después de llevar a cabo la PCM del DPN 1 al DPN 14 durante tres horas
diarias o PCM en el DPN 14 durante 3 horas, en comparacion con el grupo control
(SPCM). La mayor expresion de c-Fos se observo en el area preoptica medial,
nucleo paraventricular del hipotalamo, 6rgano subfornical, nucleo hipotalamico
dorsomedial, corteza prelimbica, corteza orbital medial, septum lateral, corteza
cingulada, nacleo del lecho de la estria terminal, area hipocampica CA1 y CAS3,

nucleo amigdalino lateral y basolateral y la corteza piriforme. Al evaluar los niveles
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de corticosterona también fueron significativamente mayores que los del grupo
SPCM. El estudio nos sugiere que la PCM afecta diversas areas cerebrales,
algunas relacionadas con la ansiedad y el miedo. Hasta el momento no se
conocen con exactitud los mecanismos y de qué forma la PCM los impacta a
temprana edad; aunque de manera general en los humanos, se ha relacionado
con un impacto negativo en etapas posteriores de la vida, como la proclividad a
desarrollar trastornos neuropsiquiatricos, trastornos alimenticios y dependencia a

sustancias (Nishi, Horii-Hayashi & Sasagawa, 2014).

En ratas, la PCM a temprana edad, puede generar conductas tipo
depresivas en la edad adulta. Dimatelis, Stein & Russell, (2012) llevaron a cabo el
protocolo de separacion materna en ratas macho, que consistio en separar a las
crias de su madre durante tres horas diarias en las dos primeras semanas de vida,
y encontraron que estos sujetos en la adultez mostraban conductas tipo
depresivas, presentando mayor tiempo de inmovilidad en la prueba de nado
forzado, incremento en el nUmero de vocalizaciones de 22 KHz que son asociadas

a un estado negativo en los roedores, en comparacion con el grupo SPCM.

Algunos autores consideran la PCM como un modelo de estrés en roedores
debido a que el protocolo es llevado a cabo dentro de las dos primeras semanas
postnatales, mismas que son consideradas como el periodo de hipo-respuesta al
estrés, que en ratas comprende el DPN 4-14 (Levine, 2001). Se ha reportado un
incremento en los niveles del factor liberador de corticotropina (CRF), (hormona
implicada en la respuesta de estrés) en las crias que fueron separadas una hora
diaria de su madre y de sus pares, del DPN 2-9 (McCormick, Kehoe & Kovacs,
1998). Estos incrementos en los niveles de corticosterona pueden ser mantenidos
hasta la adultez a consecuencia de un periodo de separacion materna de tres
horas diarias del DPN 2-15, en comparacién con ratas que fueron separadas
durante 15 minutos o sin privacion de cuidado materno (SPCM) (Plotsky &
Meaney, 1993).

Anteriormente se mencioné que los eventos que ocurren en las etapas

tempranas del desarrollo de un sujeto pueden tener un impacto positivo o negativo
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en las etapas posteriores. Con relacion a lo primero (Venebra-Mufioz et al., 2014)
mostraron que ratas macho alojadas en un ambiente enriquecido, (en una caja con
dos niveles, rampas, tubos de pléstico, juguetes, cajas y tuneles) durante 60 dias
después del destete, presentaron menor consumo de nicotina a una concentracion
de 0.006 % diluida en agua, en la edad adulta, comparados con los roedores que
crecieron sin ambientes enriquecidos (caja estandar). Ademas, los sujetos que
crecieron con ambiente enriquecido presentaron mayor activacion en el NAc y en
la corteza prefrontal comparados con los sujetos que crecieron en condiciones

estandar.

En ratones, la PCM del DPN 1-14, durante tres horas diarias, produce un
aumento en el consumo de alcohol en la edad adulta, en el paradigma de
autoadministracion y en la prueba de tres botellas (sacarosa, alcohol al 6% y al
10% diluido en agua) en comparacion con sujetos SPCM (Cruz, Quadros, Planeta
& Miczek, 2008). Se ha descrito ampliamente un mayor consumo de alcohol en
sujetos que experimentaron PCM en comparacion de sujetos SPCM; (Ploj et al.,
2003; Odeon, Yamauchi, Grosman & Acosta, 2017; Portero-Tresserra et al., 2018).
También se ha asociado este modelo con un mayor consumo de otras sustancias,
entre ellas, opiaceos (Vazquez, Giros & Daugeé, 2006; Vazquez et al., 2005);
cocaina (Moffett et al., 2006); metanfetamina (Lewis, Staudinger, Scheck & Olive,
2013). Sin embargo, no se ha evaluado si la PCM tiene un efecto sobre la

homeostasis del ritmo circadiano de ingesta (RCI).

1.3 LOS RITMOS BIOLOGICOS

Un ritmo biolégico es definido como la recurrencia de un evento dentro de un
sistema biol6gico a intervalos regulares (Aschoff, 1981). Los ritmos biolégicos
pueden ser de origen endogeno: intrinsecos al organismo e independientes de
influencias ambientales; o exdgenos: su aparicion esta dada por la interaccién con
sefales fuera del organismo (dependientes del ambiente). En condiciones de

ausencia de sefales externas se manifiestan los ritmos en libre curso o
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endogenos, de un organismo. Estos pueden ser clasificados de acuerdo a su
frecuencia (Mas & Blanch, 2007; Cardinali et al., 1994):

* Ritmos de frecuencia alta (periodo en curso libre < 30 min.). Por ejemplo: latido

cardiaco y la frecuencia respiratoria.

* Ritmos de frecuencia media (periodo en curso libre entre 30 min. y 6 dias):
-Ritmos ultradianos (entre 30 min. y 20 h). Como las fases del suefio de
ondas lentas y suefio paraddjico.

-Ritmos circamareales (aproximadamente de 12 hrs). La actividad de las
especies costeras.

- Ritmos circadianos (20-28 h). El ciclo suefio-vigilia, la actividad motora, la
liberacion de melatonina y la temperatura.

- Ritmos infradianos (28h-6 dias). Por ejemplo, la liberaciéon de las

hormonas de la glandula suprarrenal.

* Ritmos de frecuencia baja (periodo en curso libre > 6 dias)
-Ritmos circalunares (aproximadamente 29 dias). La menstruacion y la
reproduccion en animales de zona intermareal.
-Ritmos circanuales (aproximadamente 365 dias). La migracion, la

reproduccion en especies de reproduccion estacional, la hibernacion.

Los estudios de investigacion plantean que los relojes biologicos confieren
dos ventajas a los organismos, una de origen intrinseco en la que se establece
determinado orden temporal entre diversos procesos fisiolégicos dentro de un
organismo. Otra ventaja es de origen extrinseco que permite ajustar los ritmos
biolégicos a variaciones ciclicas del ambiente. De acuerdo a lo anterior, se ha
considerado que los ritmos biolégicos ayudan a un organismo a adaptarse a su
ambiente, permitiendo la organizacion temporal de sus procesos conductuales y
fisiolégicos de acuerdo a los requerimientos ambientales, la anticipacion de los

cambios en su entorno para planear cdmo contender con él, y la creacién de
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barreras temporales que ayuden a la supervivencia, permitiendo a las especies
cohabitar en el mismo ecosistema pero en un momento temporal distinto (Esteller,
2009; Nikhil & Vijay, 2017).

1.3.1 RITMO CIRCADIANO
Un ritmo circadiano (RC) es un evento que presenta un organismo de forma

continua, cuyo periodo en curso libre es de 24 horas. Los RC han sido descritos
a nivel fisiologico, quimico, celular y conductual, en mamiferos, aves, y numerosas
especies de invertebrados. Se hipotetiza que surgieron en el transcurso de la
evolucién en respuesta a los cambios ambientales ciclicos como los son el ciclo
luz-oscuridad (CLO) y la variacion de la temperatura, dados por eventos
geofisicos, como la rotacion de la tierra y la traslacion, permitiendo la adaptacion
del organismo al ambiente (Hastings, 1997; Wollnik, 1989). En la siguiente figura
se ilustran los componentes de un RC.

Periodo

Mesor

Tiempo

Figura 2. Componentes de una oscilacion ritmica. Se muestran los pardmetros de un
ritmo circadiano utilizando un ajuste de Cosinor. El periodo es el tiempo requerido para
completar un ciclo, es decir, la distancia de un pico a otro. El mesor representa el punto
medio de la curva. La Acrofase es el momento en que se produce el pico del ritmo. La
Amplitud es la distancia que hay desde el valor del mesor hasta la acrofase. Mientras que
la batifase es la distancia que hay entre el mesor y el nivel minimo de la oscilacion.
Tomado y modificado de (Refinetti, Lissen & Halberg, 2007; Wilking, Ndiaye, Mukhtar &
Ahmad, 2013).
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De acuerdo a Pittendrigh (1960) los RC presentan las siguientes
caracteristicas: 1) Son ubicuos en los sistemas vivientes (puede observarse de
forma superficial a través de la locomocién o a nivel de la sintesis del ADN). 2) El
periodo en curso libre se aproxima al periodo de la rotacion de la tierra. 3) Son
endogenos en los sistemas vivientes. 4) Son oscilaciones auto-sostenidas. 5) Se
producen de forma autonoma a nivel celular y en organismos completos. 6) La
duracion del periodo de un ritmo en curso libre, se caracteriza por una muy
pequefa variacion del tiempo en la secuencia de ciclos. 7) El periodo de un ritmo
en curso libre no es una caracteristica fija e inalterable de un organismo; es
susceptible a cambios espontaneos e inducidos dentro de un rango de valores. 8)
Algunas especies (nocturnas, diurnas) difieren claramente de otras en sus rangos
de periodo en curso libre 9). EIl periodo en curso libre puede mostrar la historia
previa de sincronizacion, o post-efecto del zeitgeber (sincronizador). 10) El periodo
en curso libre es practicamente independiente de la temperatura, en condiciones
ambientales constantes el organismo compensa cambios en la temperatura. Con
ciertas excepciones que seran mencionadas mas adelante. 11) El periodo en libre
curso es dependiente de la intensidad luminica. Regla de Aschoff: ritmo enddgeno
en iluminacion constante (TLL) > Ritmo enddgeno en oscuridad constante en
animales nocturnos (TDD); TLL < TDD en animales diurnos. 12) La fase de un RC
en libre curso puede ser modificada por una sola perturbacion de un zeitgeber
externo (luz, temperatura). La magnitud del cambio de fase no solo depende de la
intensidad y duracion de la sefal perturbadora sino de la fase en la que fue
perturbado el RC. 13) El alcance de un nuevo estado estable, luego de un cambio
de fase del zeitgeber, siempre es precedido por reajustes transitorios o graduales
del periodo.14) Los RC son ajustables por un conjunto restringido de
periodicidades ambientales “los organismos perciben las variaciones ambientales”,
la temperatura y la luz son los dos agentes mas poderosos que suelen ser

denominados zeitgebers (sincronizadores), que seran descritos mas adelante.
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1.3.2 RITMO ENDOGENO: FACTORES INTERNOS Y EXTERNOS
QUE LO GENERAN

Anteriormente se menciond una propiedad esencial de los ritmos circadianos, su
persistencia en ausencia de sefales externas y bajo condiciones ambientales
constantes de humedad, temperatura y luz. Por ejemplo, al mantener a un
organismo en oscuridad constante se manifestara su RC con una desviacion
cercana a las 24 hrs, que es conocido como ritmo en curso libre o enddégeno. El
rango de desviacion de la duracion del periodo depende de la especie, de factores
intrinsecos (correspondientes al individuo y su estado fisiol6gico) y de las
condiciones ambientales (Aschoff, 1979). El ritmo circadiano de los organismos se
compone por una fase de actividad llamada alfa (a) y una fase de reposo conocida
como rho (p), al sumarse muestran el total de la duracion del periodo (Dann &
Aschoff, 1975).

En condiciones constantes existen tres posibles formas en las que se puede
manifestar un ritmo: a) la periodicidad cesa repentinamente, mostrando que el
ritmo manifestado no es enddgeno ni exdgeno, posiblemente las condiciones
ambientales no son las adecuadas, problemas de temperatura o de iluminacion
(muy brillante 0 muy oscuro); b) la periodicidad se manifiesta con una duracion de
24 hrs exactamente, algun factor ambiental podria estar actuando como
sincronizador, se excluye que el ritmo presentado sea endégeno debido a la fase
y frecuencia inalterada; c¢) cuando la periodicidad continua con una desviacion en
un rango cercano a las 24 hrs, mostrandose en curso libre se puede hablar de un
ritmo endogeno, el cual debe ser medido por al menos 5-7 periodos (Aschoff,
1960).

Entre los factores externos que tienen impacto sobre el ritmo en curso libre
se encuentra la luz y su intensidad, la duracion del periodo puede variar si las
condiciones constantes de iluminacién corresponden a luz u oscuridad constante

(la duracién del periodo puede ser mas corta o larga); o al incrementar la
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intensidad de la luz, por ejemplo, macacos que fueron mantenidos en luz
constante con 0.1 luxes o 0.03 luxes presentaron un periodo de 23.20 y 22.74,
respectivamente. Intensidades altas de luz pueden provocar un estado arritmico
(Aschoff, 1981). Una ventaja que confiere la oscuridad constante sobre la luz
constante, al estudiar el ritmo en curso libre, es la reduccion de la variabilidad del
periodo que podria ser ocasionada por diversas intensidades de luz. La frecuencia
natural del sistema circadiano, puede observarse con mayor precision durante la

condicion de oscuridad constante (Aschoff, 1979).

Se han reportado tres formas en las que la historia de sincronizacién previa
influye en la duracién del periodo de un organismo: a) la proporcion en horas de
luz y oscuridad, b) por el periodo del sincronizador, c) si el ritmo ha sido sometido
a otras condiciones constantes y sincronizado a través de avances o retrasos de
fase (Aschoff, 1979).

El fendbmeno de compensacion de la temperatura se refiere a la capacidad
gue tienen los organismos para mantener un balance homeostatico en sus ritmos
circadianos ante diferentes temperaturas constantes (Q10). Esta regla se ha
obtenido de experimentos donde se mide un ritmo en libre curso conocido, por
ejemplo, actividad locomotora, ritmos de expresion de proteinas o genes, entre
ellas (PER2::.LUC) a diferentes temperaturas constantes (29°-37°) y el periodo
obtenido no difiere significativamente (Reyes, Pendergast & Yamazaki, 2008).
También se ha reportado que cambios en la temperatura pueden generar
adelantos o atrasos de fase; remarcando la importancia de mantener condiciones
constantes en experimentos circadianos (Zimmerman, Pittendrigh & Pavlidis,
1968).

Entre los factores internos que influyen en la duracion del periodo se
encuentran las caracteristicas inherentes a los sujetos; sexo, edad, especie-cepa,
actividad de forrajeo diurna o nocturna (Wollnik, 1989). Influencia hormonal; en

ratones macho que han sido castrados, la duracion del periodo se alarga y al
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administrarles testosterona se reduce (Daan, Damassa, Pittendrigh & Smith,
1975).

1.3.3 SINCRONIZACION POR LUZ

Se conoce como sincronizacion a la capacidad del ritmo circadiano en curso libre
para ajustarse a un ciclo ambiental de 24 hrs y presentar un periodo exactamente
de 24 horas (Wollnik, 1989). Por lo tanto, un zeitgeber (término en aleman que
significa dador de tiempo) o sincronizador es aquella sefial externa y periddica
capaz de sincronizar un ritmo en curso libre (Daan & Aschoff, 2001).

Los sincronizadores deben presentar las siguientes caracteristicas:
sincronizar a varios individuos de la misma especie manteniéndolos en la misma
fase, sincronizar a diferentes relojes circadianos en un mismo organismo (si el
organismo presenta mas de uno), el sincronizador debe influir en el patrén
circadiano. Para que un sincronizador sea efectivo se debe tomar en cuenta la
forma en que se presenta, puede ser una sefial de corta duracion cada 24 horas,
por ejemplo, los pulsos de luz; puede cambiar continuamente como las
transiciones de la temperatura 0 puede presentarse en condiciones estables y

alternas, por ejemplo, el ciclo luz oscuridad ( Aschoff, 1960).

Existen diversas sefales ambientales que funcionan como sincronizadores,
entre ellos: a) El acceso a la comida, los organismos suelen ingerir alimento en su
fase de actividad, el sistema circadiano regula el comportamiento alimenticio y la
hora de consumo de alimento influye en el sistema circadiano (Escobar et al.,
2011). b) El ejercicio o actividad fisica de acuerdo en el momento en que se
realice, ejerce diferentes efectos en los ritmos, logrando adelantarlos o retrasarlos
(Yamanaka etal., 2015). c) Las interacciones sociales, ya que en diversas
especies de mamiferos estas influyen en el momento de dormir, comer, hacer

ejercicio y en general, actividades reguladas por el tiempo, por lo tanto los
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estimulos sociales han demostrado su capacidad como sincronizadores
(Mistlberger & Skene 2004). d) La temperatura y sonido-ruido ambiental también
son sincronizadores de los ritmos (Kurosawa, Fujioka, Koinuma, Mochizuki &
Shigeyoshi, 2017 & Goel, 2005). e) Las hormonas, entre ellos la melatonina
(Lockley et al., 2000). f) Las sustancias de abuso (Kosobud et al., 2007).

La sincronizacion por sefiales luminosas se ha descrito como el principal
sincronizador, debido a que los ritmos endbgenos son sincronizados
principalmente con el tiempo geogréfico en que se encuentren los organismos,
regulando sus patrones de actividad y reposo por influencia del ciclo ambiental de
la luz. Aunado a lo anterior, el reloj maestro llamado nlcleo supraquiasméatico
(NSQ) recibe informacion a partir de las sefales foticas para llevar a cabo la
regulacion y comunicacion con diversas estructuras dentro del cerebro y poder
llevar a cabo las diversas funciones que requiere el individuo (Yan, Smale &

Nunez, 2018). En el presente estudio se llevara acabo la sincronizacion por luz.

1.4 FUNCIONAMIENTO DEL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO Y
EL SISTEMA DE RECOMPENSA

En el hipotdlamo anterior del cerebro de los mamiferos, se encuentra el reloj
maestro conformado por una estructura bilateral llamada ndcleo supraquiasmatico,
cada parte bilateral contiene alrededor de 10,000 neuronas interconectadas
(Sollars & Pickard, 2015 & Mendoza, 2009). La informacion fotica es captada por
células ganglionares de la retina que sintetizan melanopsina, y se transmite a
través del tracto retino hipotalamico al NSQ; éste se comunica a través de sefiales
neuronales y humorales con otras zonas cerebrales para generar diversos ritmos
moleculares y conductuales (Covassin, Singh & Somers, 2016; Kwon, Choe, Son
& Kim, 2011).

El NSQ se comunica bidireccionalmente con el sistema de recompensa que

estd compuesto por el area ventral tegmental (AVT), el nicleo accumbens (NAc),
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la amigdala (Amy) y la Corteza Prefrontal (CPF), como se muestra en la figura 1
(Gulick & Gamsby, 2018). Estas conexiones sugieren una interaccion entre los
ritmos circadianos y las conductas reforzantes. Diversos estudios han propuesto
gue modificaciones en los ritmos circadianos afectan la salud de un organismo,
incluyendo la proclividad al consumo de sustancias de abuso, e inversamente, el
uso de sustancias de abuso causa cambios en los ritmos circadianos que
comprometen la salud de un individuo (Logan, Wiliams & McClung, 2014;

Damaggio & Gorman, 2014).

HABENULA
CORTEZA PREFRONTAL LATERAL
MEDIAL
GLANDULA
PINEAL
NUCLEO
ACCUMBENS
NUCLEO
SUPRAQUIASMATICO b
sk AREA TEGMENTAL
PARAVENTRICULAR VENTRAL

Figura 3. Interaccion entre el sistema circadiano y el sistema de recompensa. Durante
la sincronizacién por luz (flechas rojas), la informacién fética se transmite desde la retina al
Nucleo Supraquiasmaético (NSQ), que envia sefales inhibidoras al Nucleo paraventricular,
previniendo de esta manera la liberacion de melatonina de la glandula pineal. El Nlcleo
paraventricular también afecta directamente al sistema de recompensa a través del Area
tegmental ventral y el Nicleo accumbens (NAc), mientras que la ritmicidad en el NSQ esta
afectada por las entradas provenientes del Area tegmental ventral. El NSQ también tiene
una sefalizacién inhibidora reciproca con la habénula lateral para controlar la ritmicidad.
Estas conexiones regulan la sefializacion de recompensa del area tegmental ventral y la
sefalizacién inhibidora de la corteza prefrontal, cambiando los ritmos del comportamiento
de busqueda de drogas que es controlado por el NAc. Tomado y modificado de (Gulick &
Gamsbv. 2018).

20



Bainier, Mateo, Felder-Schmittbuhl & Mendoza (2017) reportaron que la
cepa de ratones macho C57BL/6J tiene preferencia por el consumo de una
solucién caldrica (sacarosa) dependiendo de la hora del dia, con un aumento en el
consumo por la noche, también mostraron diferencias en la expresion de los
genes reloj Perl y Per2, que participan en la generacion de ritmos circadianos a
lo largo del dia, en el NAc, corteza cingulada, caudado putamen y NSQ. También
se ha reportado en ratas, diferencias dependientes de la hora del dia para la
autoadministracion de cocaina (Bass, Jansen & Roberts, 2010). En humanos se
ha relacionado al cronotipo vespertino (personas con mayor rendimiento para
realizar actividades durante la noche) con un mayor consumo de alcohol,
comparados con los cronotipos matutinos (personas con mayor rendimiento por la
mafana) (Watson, Buchwald, & Harden, 2013).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, la Encuesta Nacional de Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco 2016-
2017 (ENCODAT) indica que, en la poblacion de 12 a 65 afos, el 71% ha
consumido alcohol alguna vez en la vida, que el 2.2% (1.8 millones) tiene una
posible dependencia al alcohol, y un aumento del 13.9% en el 2011 a 22.1% en
el 2016, del consumo excesivo de alcohol en el dltimo mes (beber cinco copas o
mas en los hombres y cuatro o0 mas copas en las mujeres, en una sola ocasion).
No esta claro por qué algunos sujetos desarrollan una dependencia al consumo de
alcohol y otros se mantienen como consumidores sin desarrollar dependencia.

Este trabajo es un acercamiento a identificar posibles factores de riesgo.

Se ha descrito que las experiencias infantiles adversas (abuso sexual,
violencia familiar, cuidado negligente, maltrato infantil, abuso de sustancias por
parte de la familia, delincuencia familiar) pueden predisponer a una persona a
desarrollar adiccion al alcohol, en etapas posteriores de la vida (Felitti et al., 1998;
Van der Vegt et al., 2009; Mersky, Topitzes & Reynolds, 2013; Lee & Chen, 2017

& Dube et al., 2003). También se ha documentado que las experiencias infantiles
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adversas estan relacionadas con alteraciones en el ciclo suefio-vigilia (Koskenvuo,
Hublin, Partinen, Paunio & Koskenvuo, 2010; Chapman et al., 2011& Kajeepeta,
Gelaye, Jackson & Williams, 2015).

En el presente texto se ha mencionado que en ratas la PCM, durante las 2
primeras semanas posnatales, puede conducir a cambios en el cerebro de un
individuo y predisponerlo al consumo de alcohol, tal como lo reportaron Romano-
Lépez, Méndez-Diaz, Ruiz-Contreras, Carrisoza & Prospéro-Garcia, (2012), que
tras un protocolo PCM de 6 horas diarias en ratas, del DPN 2-14, los sujetos
mostraron en la adultez un mayor consumo de alcohol en comparacion del grupo
control SPCM, ademés se encontr6 un aumento del receptor CB1 en el estriado
ventral y una reduccion en la CP, estructuras que se hipotetiza participan para

generar abuso de sustancias.

Rosenwasser et al. (2005) mostraron que existe una relacion entre los
ritmos circadianos y el consumo de alcohol, a través de la evaluaciéon del ritmo
enddégeno medido por la actividad de la rueda de ejercicio, en ratas de las cepas
Prefering (P) y Hight Alcohol Drinking (HAD2), que han sido seleccionadas
mendelianamente para un mayor consumo de alcohol, y sus respectivos controles,
Non preferring (NP) y Low alcohol Drinking (LAD2). Encontraron una disminucién
de la duracion del periodo enddégeno en ambas cepas con preferencia por el

etanol, en comparacion a los grupos control.

La evidencia publicada en la literatura cientifica indica que la PCM induce
una mayor ingestién de alcohol en ratas. Asimismo, las evidencias experimentales
muestran que las ratas altas consumidoras de alcohol (P y HAD2) tienen ritmos
circadianos diferentes a sus grupos controles. Sin embargo, se desconoce el
impacto de la PCM sobe la homeostasis enddgena del ritmo circadiano de ingesta

de agua, en ratas macho de 60 a 117 dias de vida.
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2.1 PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢La PCM modifica el ritmo circadiano de ingesta? ¢La PCM contribuye a aumentar
el consumo de alcohol en la edad adulta de ratas Wistar macho?

3. HIPOTESIS GENERAL
La privacion de cuidado materno modifica el ritmo circadiano de ingesta y aumenta

el consumo de alcohol en la edad adulta de ratas Wistar macho.

3.1 HIPOTESIS PARTICULARES
La privacion de cuidado materno modifica la expresion de la actividad de ratas

macho en relacion al ciclo luz-oscuridad.

La privacion de cuidado materno afecta los dias transitorios de re-sincronizacion

en ratas macho.

El ciclo de actividad-reposo esta afectado en las ratas PCM en relacion a las ratas

sin PCM que tienen acceso a alcohol en una condicion sincronizada.

La privacion de cuidado materno afecta la cantidad de agua, comida y alcohol que

las ratas consumen.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la privacién de cuidado materno modifica el ritmo circadiano de ingesta

y el consumo de alcohol en ratas adultas macho.
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4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar si la PCM modifica la cantidad de actividad en la fase de actividad y en

la fase de reposo, durante una condicién sincronizada por luz en ratas macho.

2. Determinar si la PCM modifica la cantidad de actividad, en la fase de actividad y

en la fase de reposo, del ritmo circadiano enddgeno en ratas macho.
3. Determinar si la PCM afecta los dias transitorios de re-sincronizacion.

4. Determinar si existen diferencias en la cantidad de actividad, en la fase de
actividad y en la fase de reposo en sujetos con PCM y sin PCM que tienen acceso

a alcohol en una condicién sincronizada.

5. Determinar si la PCM afecta la ingesta de agua, comida y alcohol.

5. MATERIALES Y METODO

5.1 SUJETOS

Se emplearon 6 ratas hembras gestantes a término, de la cepa Wistar,
provenientes del bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM, para obtener
una muestra de 20 sujetos machos. Las gestantes se alojaron individualmente en
cajas de policarbonato, en el laboratorio de Cannabinoides, bajo un ciclo invertido
luz-oscuridad 12 h, las luces fueron encendidas a las 20:00 h. EIl alimento y agua

estuvieron disponible ad libitum durante todo el experimento.

Todos los sujetos fueron manipulados bajo los criterios del Comité de Etica de la

Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

5.2 EQUIPO Y MATERIALES
-Para la crianza:
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Las hembras gestantes se colocaron individualmente, en cajas Jumbo
transparentes de policarbonato de 43x53x20 cm (ancho x largo x alto). Las crias
macho fueron alojadas en cajas con las mismas dimensiones, del DPN 21-60 en
grupos de 3 0 4 integrantes.

-Para el registro del ritmo circadiano de ingesta de liquido (agua/alcohol):

En el DPN 60 los sujetos fueron alojados en cajas individuales de acrilico
transparente [plexiglass] de 25x37x20 cm (ancho x largo x alto). La iluminacion se
controlé por un temporizador en ciclos 12-12, encendiendo la luz a las 8:00 h, en
esta fase cada caja recibié 600 luxes. Para aislar el experimento, las cajas se
colocaron en un gabinete metélico con ventilacion e iluminacién controlada. La
ventilacion permitié el recambio del aire 35 veces por hora. Para el registro de los
ritmos de la ingesta de liquidos, usamos el sistema SPAD9 de Omnialva

(www.omnialva.com, Estado de México, México).

Al interior de cada caja hogar se colocaron dos sensores por separado,
cada uno con una abertura por el centro que permitia a la rata meter el hocico y
beber de la boquilla de una botella. La capacidad de cada botella fue de 500 ml
gue permitié almacenar agua o alcohol (de acuerdo a la condicidon experimental).
Cada sensor tuvo una resolucion temporal de 0.25 segundos, donde el sistema
registro si el sujeto estuvo presente, si esto sucedia, se consideraba como un
evento. Todos los sensores se conectaron a una interfaz de registro la cual envia
los datos a una computadora personal. A través del sistema SPAD y el programa
MATLAB se obtuvo el nimero de eventos diarios en bloques de 15 minutos,
correspondientes a las botellas por separado de cada sujeto. Adicionalmente, el
programa MATLAB permitié visualizar los eventos registrados diariamente en cada
botella, a través de la construccion de actogramas. En el eje de las ordenadas al
origen se representan las horas y en el eje de las abscisas se muestran los dias.
La altura de cada barra del actograma representa el numero de eventos
registrados, en blogues de 15 minutos. En la figura 4 se ilustra el equipo de

registro para el protocolo de ritmos circadianos.
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http://www.omnialva.com,estado/

Figura 4. Equipo para el registro del ritmo circadiano ingesta de liquido. A) Muestra
dos cajas hogar, cada una contiene por dentro dos sensores independientes, con una
abertura por el centro, permitiendo ingresar externamente la boquilla de una botella para
gue el sujeto pueda beber de ella. B) Se observa el gabinete metalico sonoamortiguado en
el que se colocan las cajas hogar, y la computadora de registro en la que se almacenan los
datos provenientes de los sensores.

La medicion del peso corporal, consumo de comida y liquidos se realizé con una

bascula electronica Ohaus.
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5.3 ALIMENTO Y LIiQUIDOS

Los sujetos fueron alimentados ad libitum con dieta estandar (Purina Rat Chow,
Brentwood MO). EIl alcohol se obtuvo de PUREX (DF, México), y se us6 a una
dilucién del 10% en agua.

6. PROCEDIMIENTO

Las ratas gestantes a término (dos semanas antes del nacimiento de las crias)
fueron alojadas individualmente en cajas de policarbonato con cama de aserrin, en
el bioterio del Laboratorio de Cannabinoides de la Facultad de Medicina, con
humedad del 60% + 10% y temperatura de 21° C = 1°C, se les mantuvo en un
ciclo invertido luz-oscuridad 12:12 h (la luz se encendio a las 20:00 h y se apag6 a
las 8:00 h), para poder llevar a cabo el protocolo de PCM en la fase de actividad.
Una vez que las crias nacieron (incluidos machos y hembras), se mantuvieron en
la misma caja con su madre y se llevaron a cabo los protocolos de PCM o SPCM
gue se detallan mas adelante. Cada madre con su camada, fue asignada
aleatoriamente a alguno de los protocolos PCM o SPCM. Las camadas se
conformaron considerando solo hermanos y de maximo 10 sujetos, cuando el
numero de crias fue mayor se sacrificaron en el DPN 2, esto se hizo con la

finalidad de homogeneizar la lactancia para las crias y evitar posible desnutricion.

Las crias se mantuvieron en las mismas condiciones que las gestantes,
hasta el dia del destete (DPN 21), con la Unica modificacién de cambio de bioterio
con un CLO estandar 12:12 horas (la luz se encendio a las 8:00 h y se apag6 a las
20:00 h). Esta manipulacion se llevé a cabo para que coincidiera la fase de luz
para las crias y el experimentador, y facilitar el cambio de aserrin, alimento y
liquidos. En el DPN 21 los sujetos se alojaron en grupos de acuerdo a su sexo, en
este estudio solo se consideraron machos, las hembras fueron utilizadas para otro

experimento, en este dia las madres fueron sacrificadas. La muestra final se
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conform6 por 20 ratas machos, diez conformaron el grupo experimental,
provenientes de dos camadas (4 y 6 sujetos respectivamente) y fueron sometidos
al protocolo de PCM. La mitad restante se utiliz6 como grupo control SPCM y
estuvo conformada  por sujetos provenientes de 3 camadas (5, 3 y 2
respectivamente). Todos los sujetos fueron sometidos al protocolo de ritmo
circadiano medido a través de la ingesta de liquido, con acceso a alcohol al final

del experimento.

6.1 PROTOCOLO DE PRIVACION DE CUIDADO MATERNO (PCM)
Se revisO diariamente a las gestantes para registrar el dia de nacimiento de las

crias el cual fue considerado como dia posnatal O (DPN 0), y no se hizo ninguna
otra manipulacion hasta el DPN 2; este dia comenzo6 la privacion de cuidado
materno, finalizando el DPN 15. EIl procedimiento consistio en separar a la madre
de la camada por tres horas diarias, de las 8:30 a.m. a las 11:30 a.m., se separo
de manera cuidadosa a la madre (procurando la minima manipulacion de las crias)
y fue colocada en una nueva caja con aserrin limpio y del proveniente, al finalizar
las 3 hrs la madre fue regresada a la caja con sus crias. Después de este periodo
de 14 dias de PCM, las crias y la madre no fueron manipuladas mas que por los
cuidados propios de limpieza. Las crias permanecieron con la madre hasta el DPN
21, momento en que termina la lactancia (destete). A partir de ese momento se
separé permanentemente a las crias de la madre y se formaron grupos de 3-4
sujetos hasta el DPN 60.

El grupo control (SPCM), se mantuvo bajo las mismas condiciones que el
grupo PCM con excepcion de la privacion de cuidado materno, las crias
permanecieron todo el tiempo y todos los dias con su madre y se manipularon
Unicamente para cuidados de limpieza, los cuales se llevaron a cabo los mismos
dias y a la misma hora que en el grupo PCM, es decir, lunes, miércoles y viernes
a las 11:30 hrs. También estuvieron en el bioterio de ciclo invertido hasta el
DPN21, luego fueron trasladadas al bioterio con ciclo estandar y fueron alojados

en grupos de 3-4 sujetos hasta el DPN 60.
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6.2 PROTOCOLO PARA EL REGISTRO DE RITMOS CIRCADIANOS

En el DPN 60 las ratas se colocaron en cajas individuales en el equipo
automatizado descrito previamente, dentro de un compartimento con capacidad
para ocho sujetos, se colocaron de forma alterna, es decir un sujeto control, un
sujeto experimental y asi sucesivamente. Dicho equipo registré el ritmo de la
ingesta de liquidos (los sensores detectaron cada 0.25 de segundo si el sujeto se
acerco a la botella). Se instalaron 2 botellas de agua durante 10 dias en el CLO,
12:12, luces encendidas a las 8:00 h, para registrar la linea base; seguido de 2
semanas en oscuridad constante (O-O), para evaluar el ritmo endégeno. Durante
2 semanas mas regresaron al CLO para evaluar el tiempo que tomaron en re-
sincronizarse. En los 19 dias de CLO siguientes se sometieron al consumo
voluntario de alcohol (1 botella con 10 % de alcohol en agua y la otra de agua).Las
botellas que contuvieron alcohol fueron seleccionadas aleatoriamente.
Diariamente, se registr0 manualmente a las 8:30 h el consumo de alimento,

alcohol y/o agua (ad libitum durante todo el experimento) y peso corporal.

PROCEDIMIENTO

A) PROTOCOLO DE CUIDADO MATERNO

Grupo experimental (PCM): Ratas wistar macho
fueron separadas de sus madres durante las
primeras 3 horas en la fase de oscuridad (8:30 h

-11:30 h).
f

-Destete

-Grupos de 3-5 machos.

!

DPN 2 -DPN 15

DPN 21 — DPN 60 _>

l

Grupo control (SPCM): Ratas wistar macho
permanecieron con su madre todo el tiempo.
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B) PROTOCOLO PARA EL REGISTRO DEL RC DE INGESTA

8:00 h 20:00 h 8:00 h

LO: 10 dias

0O0: 14 dias

LO: 14 dias

LO- alcohol

19 dias

Figura 5. Esquema de los Procedimientos. A) muestra los protocolos de cuidado
materno (PCM y SPCM). B) Muestra el protocolo para el registro del RC de ingesta:
Linea base (LO-10 dias), las luces fueron encendidas a las 8:00 h. Oscuridad continua
(O0-14 dias). Resincronizacién (LO-14 dias). Acceso a alcohol voluntario (LO-alcohol 19
dias) los sujetos tienen acceso a una botella con alcohol al 10%, y otra botella de agua.
Los alimentos y liquidos estuvieron disponibles ad libitum.

NOTA: Durante el protocolo de ritmos circadianos, el consumo de liquidos,
comida y peso corporal fue medido manualmente a las 8:30 h todos los dias, con
excepcion de la condicion de oscuridad constante.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

El consumo de comida y alcohol de cada sujeto fue obtenido a través de un
indice, que refleja la cantidad que el sujeto consume de acuerdo con su peso
corporal; (g. de alimento/ peso corporal) *100 y (g. de alcohol/ peso corporal) *100.
El consumo de agua también se obtuvo a través de un indice (ml de agua/ peso
corporal)* 100 y durante la fase de alcohol se consider6 el volumen total del
liquido (ml de agua+ml de alcohol) / peso corporal)*100. Estos datos se registraron
diariamente, y el andlisis estadistico se hizo considerando las mediciones por
condicion, a excepcion de la fase de oscuridad constante donde no se registraron

datos de los consumos. Los datos se representan como media + error estandar.

Los datos de los ritmos circadianos fueron obtenidos a traves del sistema
SPAD9 de Omnialva y visualizados con el programa MATLAB. Para conocer la
duracion del periodo circadiano en minutos se generaron actogramas con una
resolucién de 15 minutos. Los actogramas son representaciones graficas con el
ordenamiento consecutivo de eventos a lo largo de un dia (en este caso
acercamiento a la botella por parte del sujeto) durante n dias, para una mejor
visualizacion, los dias se grafican doblemente. Adicionalmente, se obtuvo por cada
botella la cantidad de actividad (namero de eventos), a través de una hoja de
texto, que muestra el numero de eventos diarios divididos en bloques de 15

minutos.

Los actogramas fueron analizados como lo reporta Vega (1993). El periodo
se obtuvo al sumar la duracion de la actividad mas la del reposo, lo cual es posible
a través del programa MATLAB, marcando el momento (minuto) en que inicia y
termina cada fase, ver figura 6A. En condiciones de oscuridad constante se trazo
una pendiente como se muestra en la figura 6B. La duracion del periodo obtenida
de esta forma coincidié con la duracion del periodo obtenida al realizar un analisis
de periodo en el sistema SPAD9 y MATLAB.
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Dia

Dia

20180411

20180211

20180221

20180224

Para saber cuantos dias tardaban en re-sincronizarse los sujetos (después

de haber pasado por oscuridad constante), se trazaron dos lineas conforme la

actividad del sujeto se ajustaba a la hora de apagado de las luces y se considerd

como sincronizacién el momento en que la fase de actividad se ajusté al

sincronizador, y el periodo dur6 24 h ver figura 6C.

LO:12:12 h

Horas
Reposo Actividad

PERIODO SINCRONIZADO

C LO:12:12 h

0 4 8 12 16 20 24 4 8

Horas

Reposo  Actividad

DIAS TRANSITORIOS

S
o

201802171+

1

G4 & 12 18 2N M 4 8 12 18 W M
Horas

Reposo Actividad

PERIODO EN LIBRE CURSO

Figura 6. Ejemplo de actogramas en
tres condiciones experimentales. A)
Muestra el actograma de un sujeto
durante un CLO 12:12 h, las barras
negras indican cuando el sujeto esta
activo, se observa la fase de reposo
seguida por la fase de actividad, la suma
de ambos comprende la duracién del
periodo. B) Muestra la condicion de
oscuridad continlla, se observa un
desplazamiento de la actividad conforme
transcurren los dias. C) Resincronizaciéon
por luz. Se observa que al transcurrir los
dias la actividad del sujeto se va
ajustando al apagado de las luces (20:00
h).
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Como se menciond anteriormente, los sensores del sistema registran cada
250 ms de segundo, si el sujeto se encuentra presente en el sensor que recubre la
boquilla (registros independientes por botella), de ser el caso se registra como un
evento, permitiendo delinear un perfil diario del ritmo de ingesta. En el presente
trabajo también fue de interés conocer la cantidad de actividad (suma de los
eventos) que presentan los grupos experimentales durante la fase de actividad y la
fase de reposo del CLO, en el ultimo dia de cada condicion experimental. Se trazo
un perfil de actividad y se determiné la cantidad de actividad total en cada fase. El
interés de medir el ritmo circadiano de ingesta fue conocer el perfil de ingesta de
alcohol entre ratas SPCM y PCM.

En el caso del perfil de actividad en la condicion de oscuridad constante se
consideraron las ultimas 48 horas, debido a que el ritmo se encuentra en libre
curso y para poder observarlo se requiere de mas de 24.8 de hora (duracion
aproximada del periodo endégeno), ademas de que no existe un patron claro del
momento en que se encuentra en actividad y en reposo. Por lo que el analisis
estadistico se llevo acabo como la suma total de actividad durante 48 horas, sin
dividirlo por fase de actividad y fase de reposo como sucede en condiciones
sincronizadas. Se escogid el ultimo dia de cada condicion experimental

considerando que el perfil circadiano se ha establecido.

Los sujetos que tuvieron algun sensor dafiado fueron descartados para el
analisis estadistico, al final se consideraron 8 sujetos por grupo. Los datos se

analizaron con el programa STATISTICA, version 12.

Para conocer posibles diferencias del consumo de comida, agua, duracion
del periodo y cantidad de actividad a lo largo de las condiciones experimentales
(linea base, oscuridad constante, resincronizacion, fase de alcohol) se utiliz6 un
Analisis de Varianza (ANOVA) de medidas repetidas, teniendo como factores el
grupo Yy la condicion experimental. El nivel de significancia utilizado fue p <0.05. Si

los resultados indicaron diferencias estadisticamente significativas, se llevaron a
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cabo pruebas post hoc Tukey. EI consumo de alcohol, asi como la latencia de
resincronizacién y la cantidad de actividad en la fase de oscuridad se analiz6 con
una prueba t de Student para muestras independientes. En el caso de los analisis
de la cantidad de actividad, los datos se obtuvieron de la suma de los eventos en
las 2 botellas de agua, en la condicién de alcohol se sumaron los eventos de la
ingesta de agua mas los eventos de la ingesta de alcohol para poder obtener la
cantidad de actividad total, adicionalmente se hicieron andlisis de las botellas por
separado. Durante la fase de alcohol se consideré una medicion en el dia 9 (mitad
de la condicion) y otra en el dltimo dia (dia 19), para poder observar posibles
cambios en la cantidad de actividad, debidos al tiempo (en dias) de exposicién al

alcohol.

Adicionalmente, en la condicion de alcohol se llevaron a cabo andlisis por
separado, para conocer si existian diferencias entre los grupos con respecto a la
cantidad de actividad (eventos) que presentaron durante la ingesta de agua y
alcohol. Para conocer la estabilidad del perfil de ingesta de alcohol se seleccioné
un dia intermedio en la condicion y el dltimo dia, es decir, el dia9 y el dia 19. Se
llevé acabo un indice de preferencia (eventos registrados para la ingesta de agua -
eventos para la ingesta de alcohol/ total de eventos). Si los valores tienden a 1, se
registr6 mas actividad durante la ingesta de agua; si tienden a -1 se registré mas
actividad durante la ingesta de alcohol, y si tienden a 0 no existe preferencia entre
la actividad registrada durante la ingesta de agua y la de alcohol. Estos datos se

analizaron con un ANOVA para medidas repetidas.
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8. RESULTADOS

En las figuras 7 y 8 se muestran los actogramas representativos de un sujeto
control (SPCM). En las figuras 9 y 10 se muestran los actogramas

correspondientes a un sujeto experimental (PCM).

En las figuras 7 (SPCM) y 9 (PCM), se observa los actogramas de ingesta
de agua (durante todo el experimento), las lineas horizontales indican el inicio de
cada condicién. Los primeros 10 dias corresponden a la linea base CLO 12 h, se
observa menor cantidad de actividad durante la fase de reposo, con un incremento
de la actividad durante la fase oscuridad, entre las 20:00 h y 8:00 h. La siguiente
condicion fue de 14 dias en oscuridad constante (O-O), se observa que la
actividad de los sujetos se va desplazando hacia la derecha cada dia, es decir se
muestra un ritmo en curso libre. Durante los siguientes 14 dias, los sujetos se
mantuvieron en un CLO 12h, se observa que al transcurrir los dias, los sujetos
ajustan su actividad al zeitgeber, es decir, se sincronizan. En los dltimos 19 dias,
los sujetos tuvieron acceso a alcohol en otra botella. El registro de la ingesta de
agua no se modifico por la presencia del alcohol, se observa claramente la fase de

reposo y la de actividad.

En las figuras 8 (SPCM) y 10 (PCM), se muestra los actogramas de la
ingesta de alcohol, en los ultimos 19 dias del experimento. Antes del acceso a
alcohol, la actividad de ambos sujetos, PCM y SPCM, es similar a la de ingesta de
agua, anteriormente descrita. Durante la condiciéon de alcohol, el sujeto PCM
(figura 10) parece mantener una cantidad de actividad similar en ambas fases del

CLO, no se observa claramente la fase de reposo y la fase de actividad.
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Figura 7. Actograma representativo de un sujeto SPCM, corresponde a la ingesta de agua. En el
eje de ordenadas se muestran los dias y en el eje de abscisas las horas. Las lineas horizontales y
los corchetes en color rojo indican las condiciones. En la primera parte se observa 10 dias de linea
base, con las fases de reposo y actividad marcadas por un CLO 12:12 h. En la segunda parte se
observa el ritmo en curso libre, 14 dias en oscuridad continia. En la condicion de
resincronizacion, la actividad del sujeto se ajusta al CLO 12:12 h, 14 dias. En los udltimos 19 dias
el sujeto tiene acceso a otra botella con alcohol, este registro corresponde a la ingesta de agua.
En las condiciones sincronizadas, a las 8:30 h aproximadamente, se observa una barra de
actividad constate, debido a que en esta hora se llevaron a cabo las mediciones de consumos de
alimento y peso de los sujetos.
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Figura 8. Actograma representativo de un sujeto SPCM, corresponde a la ingesta de alcohol. En
el eje de ordenadas se muestran los dias y en el eje de abscisas las horas. Las lineas horizontales
en color rojo, indican el dia que comenzd una nueva condicion. En la primera parte se observa 10
dias de linea base, con las fases de reposo y actividad marcadas por un CLO 12:12 h. En la
segunda parte se observa el ritmo en curso libre, 14 dias en oscuridad continda. En la condicién
de resincronizacién, la actividad del sujeto se ajusta al CLO 12:12 h, 14 dias. En los ultimos 19
dias el sujeto tiene acceso a una botella de agua y otra de alcohol. Este registro corresponde a la
botella de alcohol, se observa que el sujeto presenta un perfil de actividad similar en ambas fases
del CLO. En las condiciones sincronizadas, a las 8:30 h aproximadamente, se observa una barra de
actividad constate, debido a que en esta hora se llevaron a cabo las mediciones de consumos de
alimento y peso de los sujetos.
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INGESTA DE AGUA- PCM

Datos: Seccion:1 Habitat:1 SensorS2

Figura 9. Actograma representativo de un sujeto PCM, corresponde a la ingesta de agua. En el
eje de ordenadas se muestran los dias y en el eje de abscisas las horas. Las lineas horizontales en
color rojo, indican el dia que comenzd una nueva condicién. En la primera parte se observa 10
dias de linea base, con las fases de reposo y actividad marcadas por un CLO 12:12 h. En la segunda
parte se observa el ritmo en curso libre, 14 dias en oscuridad continta. En la condicion de
resincronizacion, la actividad del sujeto se ajusta al CLO 12:12 h, 14 dias. En los ultimos 19 dias el
sujeto tiene acceso a otra botella con alcohol, este registro corresponde a la botella de agua. En
las condiciones sincronizadas, a las 8:30 h aproximadamente, se observa una barra de actividad
constate, debido a que en esta hora se llevaron a cabo las mediciones de consumos de alimento y
peso de los sujetos.
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Figura 10. Actograma representativo de un sujeto PCM, corresponde a la ingesta de alcohol. En el
eje de ordenadas se muestran los dias y en el eje de abscisas las horas. Las lineas horizontales en
color rojo, indican el dia que comenzd una nueva condicion. En la primera parte se observa 10 dias
de linea base, con las fases de reposo y actividad marcadas por un CLO 12:12 h. En la segunda parte
se observa el ritmo en curso libre, 14 dias en oscuridad continta. En la condicidn de resincronizacion,
la actividad del sujeto se ajusta al CLO 12:12 h, 14 dias. En los ultimos 19 dias el sujeto tiene acceso
a otra botella con alcohol, este registro corresponde a la botella de alcohol. En las condiciones
sincronizadas, a las 8:30 h aproximadamente, se observa una barra de actividad constate, debido a
gue en esta hora se llevaron a cabo las mediciones de consumos de alimento y peso de los sujetos.
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8.1 RESULTADOS DE LA INGESTA DE COMIDA, AGUA Y
ALCOHOL

En la comparaciéon de consumo de comida, el ANOVA para medidas
repetidas mostrd que no hubo diferencias significativas entre los grupos [p> 0.05]
ni interaccién [p>0.05]. Con un efecto significativo por condicion [F (2, 28) = 222.62],
p<0.0001]. El andlisis post hoc mostr6 que ambos grupos, SPCM y PCM
consumieron menos alimento durante la condicion de alcohol en comparacién con
la condicion de linea base y resincronizacion; con un menor consumo durante la
condicién de resincronizacion en comparacion con la condicion de linea base, ver
figura 11.
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Figura 11. indice de la ingesta de comida. Se muestran diferencias significativas
por condiciébn, ambos grupos consumen menos alimento durante la condicion de
alcohol y resincronizacion en comparacién con la linea base, también consumen
menos alimento durante la condicibn de alcohol en comparacion con la de
resincronizacién. Los datos se representan como media + error estandar, * p< 0.05 en
comparacion con la linea base; ep< 0.05 en comparacién con la resincronizacion.
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En la comparaciéon de consumo de liquido, no se encontraron diferencias
significativas entre grupos [p> 0.05] ni interaccion significativa [F(2, 8)=.85542, p>
0.05]. Con un efecto estadisticamente significativo por condicion [p< 0.0001]. La
prueba post hoc mostré que los sujetos PCM y SPCM consumen mas liquido
durante la condicién de linea base en comparacion con las condiciones de
resincronizacién y alcohol. Durante la condicion de alcohol se considerd el

volumen total de liquidos (agua+ alcohol al 10% disuelto en agua), ver figura 12.
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Figura 12. indice de la ingesta de liquido. Se muestran diferencias significativas por
condicién, ambos grupos consumen mas liquidos durante la condicion de linea base en
comparacion con las condiciones de resincronizacion y alcohol. Durante la condicién de
alcohol se consider6 el volumen total de liquidos (agua+ alcohol al 10% disuelto en agua).
Los datos se representan como media + error estandar, * p< 0.05 en comparacién con la
linea base.
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En el consumo de alcohol, no se encontré un efecto significativo entre los grupos
PCMy SPCM [t@4)= 0.4079, p>0.05], ver figura 13.

INDICE DE LA INGESTA DE ALCOHOL
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Figura 13. indice de laingesta de alcohol. No se encontraron diferencias significativas
en el consumo de alcohol entre los grupos PCM y SPCM. Los datos se representan como
media * error estandar, p> 0.05.
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8.2 RESULTADOS DEL RITMO CIRCADIANO DE INGESTA

En la comparacion de la duracién del periodo, el ANOVA para medidas repetidas
mostré que no hay diferencias significativas, entre grupos [p>0.05] ni interaccion
significativa [p>0.05]. Se muestra un efecto significativo por condicion [F(3,
42)=117.03, p<0.0001]. El andlisis post hoc mostr6 en ambos grupos, mayor
duracién del periodo en la condicion de oscuridad constante comparado con la

condicion de linea base, resincronizacion y alcohol, ver figura 14.
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Figura 14. Duracion del periodo en minutos. Muestra un efecto significativo por
condicién. Ambos grupos presentan mayor duracion del periodo, durante la condicién de
oscuridad constante (O-O) en comparacion con las condiciones de linea base y
resincronizaciéon (L-O) y la condicién de alcohol (L-O ALCOHOL). Los datos se representan
como media + error estandar, * p< 0.05.
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Durante los dias transitorios de resincronizacion, no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos SPCM y PCM [p>0.05], ver figura 15.

DIAS TRANSITORIOS PARA LA
RESINCRONIZACION

159

10 A

DIAS (media + error estandar)

SPCM PCM

Figura 15. Dias transitorios para la resincronizacion. Se muestra el promedio del
namero de dias que tardan en resincronizarse los grupos SPCM y PCM. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. Los datos se representan como
media * error estandar, p>0.05.

El ANOVA para medidas repetidas mostr6 que no hay diferencias
significativas en la cantidad de actividad durante el Ultimo dia de la fase de reposo
de las condiciones sincronizadas, sin efectos significativos por grupo [p=0.059] y
condicion [p>0.059]. Sin embargo, se encontraron efectos significativos por
interaccion [F(3,42=3.3415, p=.02807]. Al realizar el analisis post hoc con la prueba
de Tukey no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, ver figura
16A.

Resultados similares se encontraron en la cantidad de actividad durante el
ultimo dia de la fase de actividad de las condiciones sincronizadas, sin diferencias
significativas por grupo [p>0.05] ni interaccion significativa [F(342)=.54226,
p>0.05]. Se encontraron diferencias significativas por condicién [F(3,42)=4.7616,

p=0.006]. El analisis post hoc mostré que existe menor cantidad de actividad
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durante la condicion de acceso a alcohol en el dia 19 en comparacion con la
condicién de linea base, p=0.0077, y una tendencia de menor cantidad de
actividad en el dia 9, p=0.0501, Ver figura 16 B. En la figura 17 se muestran los

perfiles de actividad durante las Ultimas 24 horas de cada condicion.
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Figura 16. Actividad total durante el dltimo dia de las 3 condiciones
sincronizadas. A) Muestra la cantidad de actividad durante la fase de reposo, sin
diferencias significativas entre los grupos. B) Muestra la cantidad de actividad durante
la fase de actividad, ambos grupos SPCM y PCM muestran disminucion de la actividad
durante la condicién de alcohol en el dia 19 p<0.05, y una tendencia de menor actividad
en el dia 9, p=0.05; en comparacion con LB. Los datos se representan como media *
error estandar, p> 0.05.
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Figura 17. Perfiles de actividad del ultimo dia de cada condicion sincronizada.
A) Linea base, B) Resincronizacién, C) Alcohol dia 9 y D) alcohol dia 19. Los datos

se representan como media + error estandar.
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No se encontr6 un efecto significativo entre los grupos PCM y SPCM, en la
cantidad de actividad durante las ultimas 48 horas de la condiciéon de oscuridad

constante [p>0.05], ver figura 18. Se muestra el perfil de actividad en la figura 19.

CANTIDAD DE ACTIVIDAD
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EVENTOS TOTALES
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Figura 18. Cantidad de actividad durante las Gltimas 48 horas en la condicion de
oscuridad constante (O-O). No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos SPCM y PCM, p>0.05. Los datos se representan como media * error
estandar.
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Figura 19. Perfil de actividad durante las ultimas 48 h en la condicién de
oscuridad constante (O-O). Los datos se representan como media * error estandar.
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Con respecto al indice de preferencia por la ingesta de alcohol o de agua,
no se encontré un efecto significativo, durante la fase de reposo, entre grupos
[p>0.05]; condicién [p>0.05]; e interaccién [p>0.05]. Como se muestra en la figura
20 A, tampoco se encontraron diferencias significativas en el indice de preferencia
durante la fase de actividad por grupo [p>0.05] y condicién [p>0.05]. Se encontro
un efecto significativo por interaccion [F (1,14)= 5.8483, p=0.02980]. Sin embargo,
la prueba post hoc de Tukey no mostré diferencias significativas; solo una
tendencia p= 0.0640 en el dia 9; el grupo SPCM tiende a tener mayor nimero de
eventos registrados durante la ingesta de agua en comparacion con el grupo PCM
gue no tiende a tener preferencia entre los eventos registrados durante la ingesta
de agua o alcohol, ver figura 20 B. En la figura 21 se muestra los perfiles de
actividad registrados durante la ingesta de agua y de alcohol en los dias 9y 19 de
la condicion de acceso a alcohol.
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Figura 20. indice de preferencia entre la cantidad de eventos registrados durante la
ingesta agua y la ingesta de alcohol en el dia 9 y el dia 19. Valores en 0 indica que se
registré la misma cantidad de eventos durante la ingesta de agua y la de alcohol, +1 indica
mas eventos registrados en durante la ingesta de agua, -1 indica mas eventos registrados
durante la ingesta de alcohol. A) Muestra los eventos registrados en la fase de reposo, sin
diferencias significativas entre grupos. B) Muestra los eventos registrados durante la fase
de actividad, con una tendencia significativa p= 0.06 en el dia 9, el grupo SPCM tiende a
tener mayor nimero de eventos durante la ingesta de agua, en comparacion con el grupo
PCM que no tiende a tener diferencia entre los eventos registrados durante la ingesta de
agua o alcohol). 4 p=0.06, indica una tendencia significativa.
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Figura 21. Perfiles de actividad durante la ingesta de agua y la ingesta de alcohol en
los dias 9y 19 de la condicién de acceso a alcohol. En la parte izquierda se muestran
los perfiles del dia 9, A) corresponde a la ingesta de agua y C) corresponde a la ingesta de
alcohol. En la parte derecha se muestran los perfiles de actividad del dia 19. B) corresponde
a laingesta de agua y D) corresponde a la ingesta de alcohol.
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DISCUSION

La pregunta central de esta investigacion fue ¢La privacion de cuidado materno
modifica el ritmo circadiano de ingesta y el consumo de alcohol en ratas juveniles
macho? Los resultados obtenidos muestran que la PCM no afecta el ritmo de
ingesta ni la cantidad de alcohol ingerida en ratas Wistar macho de 60 -117 dias

de vida.

En este trabajo, fue de interés conocer si la PCM era capaz de modificar la
duracion del periodo endbgeno y sincronizado, asi como la cantidad de actividad.
No se observaron diferencias entre los grupos SPCM y PCM con respecto a la
duracion del periodo enddgeno y sincronizado; sin embargo, ambos grupos
presentaron una mayor duracion del periodo durante la condicion de oscuridad
constante. Ambos grupos tuvieron un perfil y cantidad de actividad similar en las
Ultimas 48 horas de oscuridad constante. Con respecto al periodo enddgeno se ha
reportado que los sujetos seleccionados mendelianamente para un mayor
consumo de alcohol (high-alcohol-preferring-HAP) en comparacion con los sujetos
gue fueron seleccionados para un bajo consumo de alcohol (low-alcohol-
preferring- LAP), presentan menor duracion del periodo enddgeno (Hofstetter,
Grahame & Mayeda, 2003). Los resultados reportados en este trabajo, mostraron
gue la PCM no se relaciona con la expresion homeostatica del ritmo circadiano de

ingesta, ni el consumo de alcohol.

Se ha reportado menor cantidad de actividad locomotora, durante la
condicion de oscuridad constante, en cepas de ratas que fueron criadas
mendelianamente para un alto consumo de alcohol high-alcohol-drinking (HAD) y
ethanol-preferring (P), en comparacion con sus controles que son bajas
consumidoras de alcohol low-alcohol-drinking (LAD) vy non-preferring (NP).
Ademas el perfil de actividad que presenta la cepa LAD a lo largo de la condicion
de oscuridad constante es similar al perfil de actividad que presentaron los dos

grupos de esta investigacion, lo cual podria sugerir cierto tipo de organizacién

51



circadiana en los sujetos con determinada predisposicion al consumo de alcohol.
En ratas que se encuentran en condiciones constantes (oscuridad constante), se
ha reportado un acortamiento del periodo enddégeno cuando tienen acceso a
alcohol o este se les retira. En este trabajo los sujetos tuvieron acceso a alcohol
durante la resincronizacion, por lo cual la duracion del periodo pudo no ser
afectada, ya que como se describié anteriormente la luz es un potente
sincronizador, futuros estudios podrian estudiar en que forma compiten las
sustancias de abuso y los sincronizadores ambientales para sincronizar a un

organismo (Rosenwasser, Fecteau, Logan et al., 2005).

Durante la fase de reposo de las condiciones sincronizadas, no se
encontraron diferencias entre los grupos en la cantidad de actividad. Sin embargo,
en ambos grupos se observo una disminuciéon durante la fase de actividad, en el
ultimo dia de acceso al consumo de alcohol, en comparacion con la linea base, y
una tendencia de menor actividad en el dia 9 de acceso a alcohol. Otros trabajos
con ratas también reportaron una disminucion de la cantidad de actividad cuando
tienen acceso a alcohol durante 6 o 4 semanas, en comparacion con la linea base
(sin acceso a alcohol), ademas de una modificacién en la expresion de Perl.
Adicionalmente, los perfiles de actividad que los sujetos mostraron durante la linea
base son similares a los reportados en este trabajo, con menor actividad durante
el periodo de reposo en comparaciéon con la fase de actividad (Guo, Simasko &
Jansen, 2016; Zhou et al., 2015). Los resultados descritos aqui apoyan la literatura
gue sugiere que el consumo de alcohol podria causar cambios en la maquinaria

circadiana (Prosser & Glass, 2015).

Este trabajo también contribuyo a dar respuesta con respecto a si existia
diferencia en los dias transitorios de resincronizacion entre los sujetos con PCM y
SPCM. Sin diferencias en el nimero de dias que tardan en resincronizarse ambos
grupos. Se ha reportado que las ratas tardan alrededor de una a dos semanas
para resincronizarse a un ciclo luz-oscuridad 12:12 h, después de haber sido

sometidas a un avance de fase (Rosenwasser, Clark, Fixaris, Belanger & Foster,
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2010). Resultados similares se encontraron en ambos grupos de este estudio, que
tardaron de 10 a 14 dias para resincronizarse, lo cual nos sugiere que la PCM no

influy6 en el nimero de dias transitorios para resincronizar al ritmo de ingesta.

El ultimo objetivo de este trabajo fue evaluar si la PCM afectaba la cantidad
de agua, comida y alcohol que las ratas consumieron. Con respecto al consumo
de comida y agua los resultados en este trabajo mostraron diferencias por
condicién pero no entre grupos. La disminucién del consumo de comida y agua en
la etapa de resincronizacion comparada con la etapa de linea base puede
explicarse por el factor edad, tiempo transcurrido. Reland etal. (2011) no
reportaron diferencias en el consumo de agua entre los grupos con o0 Sin
separacion materna en una prueba de consumo voluntario de alcohol, pero
mostraron una mayor ingesta de agua en todos los grupos al comienzo del
paradigma en el DPN 63-67 comparado con la tercera semana; tampoco

mostraron diferencias en el consumo de comida entre los grupos.

En otro estudio también se reportd un mayor consumo de comida y agua
en ratas adultas Wistar en comparacion con ratas adolescentes (Garcia, Burgos,
Gonzélez, Manrique & Gallo, 2009). Otros estudios tampoco han mostrado
diferencias en la cantidad de liquido consumido entre los grupos cuando se tiene
acceso a alcohol (Huot, Thrivikraman, Meaney & Plotsky, 2001). Como sugerencia
de que si se tiene disponibilidad de alcohol y agua, los sujetos mantendran un
balance en los liquidos totales consumidos y en todo caso lo que modificaran es la
cantidad que beben de agua y de alcohol. También se encontr6 un menor
consumo de comida durante la condiciéon de alcohol en comparacion con la
condicion de resincronizacion. Esta disminucién podria explicarse por un balance
energético, los sujetos disminuyen el consumo de comida porque también se
encuentran consumiendo alcohol, de forma que compensan la cantidad de
calorias que no consumen en la comida por las consumidas en el alcohol
(Benicky, Nikodémova, Scsukova, Zérad & Strbak, 2000; Nelson, Suhaidi,
DeAngelis & Liang, 2016; Karlsson et al., 2016; Yeomans, Caton & Hetherington,
2003; Sirohi, Van Cleef & Davis, 2017).
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No se encontraron diferencias en el consumo voluntario de alcohol entre los
grupos PCM y SPCM. Resultados similares se encontraron en el andlisis
circadiano, sin diferencias entre grupos en el indice de preferencia entre la
cantidad de eventos registrados durante la ingesta de agua y la ingesta de
alcohol en el dia 9 y el dia 19. Otro estudio (Holloway, Miller, King &
Bedingfield,1993) mostré un perfil de hipoactividad después de inyecciones
intraperitoneales de alcohol en comparacibn con grupos que recibieron
inyecciones de salina. En el presente estudio los sujetos probablemente no
consumieron cantidades suficientes de alcohol, que perturbaran la actividad
circadiana, lo cual puede verse reflejado en que no hubo preferencia en los
eventos registrados entre la ingesta de agua o alcohol, por parte de ninguno de los

grupos.

En ratas sometidas a protocolos de PCM, se encuentran resultados
controversiales con respecto al consumo de alcohol. En algunos estudios se ha
mostrado un aumento en el consumo de alcohol, en sujetos que experimentaron
protocolos de PCM de entre 180 a 360 minutos diarios comparados con los grupos
SPCM (Gustafsson & Nylander, 2006; Jaworski, Francis, Brommer, Morgan &
Kuhar, 2005; Roman & Nylander, 2005; Daoura, Haaker & Nylander, 2011).

Sin embargo, otros estudios han reportado que no hay diferencias en el
consumo de alcohol tras protocolos de PCM de 180 a 360 minutos, en
comparacion con grupos SPCM o con una PCM menor a 15 minutos (Oreland
etal.,, 2011; Roman, Ploj & Nylander, 2004; Marmendal, Roman, Eriksson,
Nylander & Fahlke, 2004).

Algunos autores (Jaworski et al., 2005), proponen considerar varios grupos
controles para esclarecer posibles mecanismos por los que diferentes duraciones
y manipulaciones en los protocolos de PCM pueden tener diferente impacto. Estos
autores documentaron un menor consumo de alcohol en el grupo sometido a PCM
durante 15 minutos, comparado con el de PCM de 180 minutos; sin diferencia
entre los grupos con separaciones de 180 minutos, 0 minutos y un grupo de

bioterio, y un mayor consumo de alcohol en el grupo sin manipulacion, con
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respecto a todos los demas grupos. Se menciona que los resultados mostrados
después de los protocolos de PCM no solo estan relacionados con la duracion del
tiempo sino con las condiciones de crianza-manipulacion de las crias y la madre,
gue van desde la manipulacion por parte del experimentador, hasta los cuidados
propios de limpieza durante el protocolo de separacién. Esto puede verse
reflejado, en el grupo sin manipulacién que fue manipulado sélo una vez, en las
dos semanas que dura el protocolo. Gallegos et al., (1990) y Lehmann & Feldon
(2011) también resaltan las posibles diferencias en los resultados obtenidos,
debido a las manipulaciones de las crias y la madre.

Por otra parte, los paradigmas de privacion de cuidado materno podrian
tener especificidad en las sustancias de abuso y no necesariamente en todas.
Como lo reportado por (Vazquez et al., 2005) donde el grupo sometido a privacion
de cuidado materno mostré6 una mayor debilidad a la dependencia por morfina
pero no por alcohol, metanfetamina y cocaina comparados con el grupo sin
privacion de cuidado materno, en este trabajo el paradigma de separacion

materna no produjo cambios en el consumo de alcohol.

En el presente trabajo fue de interés conocer si los eventos en etapas
tempranas (PCM) protegen o debilitan a los sujetos en la forma en que contienden
a su medio ambiente en etapas futuras de su desarrollo. Las conductas maternas
(no observadas en este trabajo) son una posible explicacion a los resultados
obtenidos. Liu et al. (1997) mostraron que las crias que tuvieron mas lamidas y
acicalamiento de sus madres durante los primeros 10 dias posnatales,
presentaron en la edad adulta menores cantidades de las hormonas corticosterona
y corticotropina, que participan en la respuestas de estrés, después de que se les
sometié a un estresor agudo, en comparacion con las crias que recibieron menor

cantidad de lamidas y acicalamiento de su madre.

De forma similar Pryce, Bettschen, & Feldon (2001) mostraron que tras un
protocolo de separacion materna de 4 horas, las madres presentaban un aumento

de lamidas y arqueo de la espalda para amamantar a las crias en comparacion
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con las madres sometidas a una separacion de 15 minutos diarios. Estos estudios
sugieren que aun cuando un evento estresante es presentado a las crias (periodos
separacion materna), la madre aumenta sus conductas de cuidado. En este
estudio no se midieron conductas de cuidado materno que posiblemente influyeron
en los resultados observados, desconociendo si los grupos tuvieron madres altas
0 bajas cuidadoras, que suelen clasificarse de acuerdo a la frecuencia, cantidad
de las conductas emitidas hacia las crias (Champagne, Francis, Mar & Meaney,
2003); Marmendal, Eriksson & Fahlke, 2006).

Otra posibilidad, por la que la PCM no mostré relacion con el ritmo de
ingesta puede deberse al periodo en que el protocolo es llevado a cabo (DPN 2-
DPN15) y que posiblemente el sistema circadiano no es tan sensible, se ha
descrito que en las ratas los ritmos de suefio y vigilia de aproximadamente 24
horas aparecen alrededor del dia postnatal 17 (Frank, Ruby, Heller & Franken,
2016).

Por otra parte, en un estudio que llevaron a cabo Rawashdeh & Dubocovich
(2014) utilizando primates no humanos (Macaca mulatta), no se encontraron
diferencias entre el grupo que fue criado con su madre (MR) y el grupo que fue
criado con sus pares (PR) con respecto a la duracion del periodo circadiano tras
una desincronizacion forzada. Sin embargo, cuando fueron sometidos a una
condicion de oscuridad constante y se midio la actividad locomotora anticipatoria
al encendido subjetivo de las luces (momento en el que se encendian las luces
cuando estaban en un régimen sincronizado); el grupo PR mostré menor cantidad
de actividad anticipatoria en comparacion con el grupo MR. Sin embargo, después
de que ambos grupos recibieron un tratamiento oral de melatonina, el grupo PR
mostré un aumento de actividad anticipatoria aun mas pronunciado que el grupo

control.

En el presente trabajo no se encontrd6 una relacién entre la PCM vy la

homeostasis circadiana de ingesta de agua. El estudio anterior, mostré6 que la
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PCM no ejerce cambios en el periodo, sino en otros componentes circadianos
como la actividad anticipatoria, que podrian ser s6lo observados tras condiciones
particulares; en este caso, un protocolo de desincronizacion forzada. Futuros
estudios deberian evaluar la influencia de la PCM ante condiciones circadianas
‘demandantes” por ejemplo protocolos de jet-lag, retrasos y avances de fase y
enfocarse en evaluar la cronostasis circadiana mas que los componentes
homeostaticos que fueron evaluados en este estudio. Estos estudios permitiran
conocer si la PCM ejerce cambios en la forma en que responden los sujetos mas
gue en los parametros generales como los abordados en este trabajo. Ya que se
ha sugerido que los sujetos que presentan trastornos del &nimo tienen un sistema
circadiano que presenta dificultades para adaptarse a los cambios ambientales
(Grandin, Alloy, & Abramson, 2006).

Una limitante en este trabajo fue la falta de algunas mediciones, que dan
soporte de que los sujetos experimentaron condiciones adversas durante las
primeras semanas de vida. Por ejemplo, el registro de las conductas de cuidado
materno hacia las crias; indicadores conductuales de ansiedad, por ejemplo, las
entradas a los brazos cerrados del laberinto elevado en cruz; Indicadores
fisiologicos, por ejemplo, hormonas relacionadas al estrés (Factor liberador de

corticotropina, cortisol).

Otra limitacion en este trabajo fue el tamafio de muestra utilizado, para
futuros estudios se recomienda ampliar el nUmero de sujetos utilizados y asi poder
ampliar las conclusiones. Por otra parte, los efectos de la PCM solo se reportaron
en machos, otras investigaciones deberian considerar estudiar los efectos de la
PCM en hembras y dar cuenta si la PCM tiene efectos dependientes del sexo.
Como se mencion6 anteriormente, el protocolo de PCM presenta variantes en la
forma para llevarlo a cabo, asi como diversos resultados, proximos estudios
deberian enfocarse en establecer protocolos estandarizados, consistentes y
detallados para su replicacion. Una propuesta mas enriquecedora es estudiar el

efecto de la PCM vy ritmos circadianos en humanos; identificando sujetos que
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hayan experimentado condiciones negligentes en la infancia y su relacion con los

cronotipos y posible abuso de sustancias.

Con respecto al protocolo experimental, dos semanas antes del nacimiento
de las crias, las ratas gestantes experimentaron un cambio de ciclo normal a ciclo
invertido, esta manipulacion se llevé a cabo para poder realizar el protocolo de
privacion de cuidado materno durante la fase de oscuridad, sin embargo, pudo ser
una condicién estresante para las madres. Por otra parte no se registro la ingesta
de comida y agua durante la condicién de oscuridad constante, para evitar que el
experimentador funcionara como sincronizador y asi mismo evitar interferir con la
actividad propia de cada sujeto, sin embargo se podria llevar registros diarios de la
ingesta, en horarios diferentes. Se sugiere tener en cuenta estas observaciones,

para futuros estudios.

Finalmente, en este trabajo se exploraron en mayor medida los
componentes homeostaticos del ritmo de ingesta (cantidad de actividad durante el
CLO), futuros estudios podrian explorar mediciones circadianas mas enfocadas a
la cronostasis, obteniendo analisis de cosinor, acrofase, amplitud, mesor. Ademas
de probar otros protocolos experimentales mas demandantes para el NSQ y poder
conocer su capacidad de ajuste, por ejemplo, retrasos o avances de fase,
actividad anticipatoria, protocolos jet-lag. La literatura cientifica sobre el cuidado
materno, ritmos circadianos y el abuso de sustancias, es escasa, lo cual abre una
oportunidad para nuevas investigaciones acerca de este fendbmeno y sus

repercusiones en la salud.
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CONCLUSION

La privacion de cuidado materno no modifico la cantidad de actividad en ninguna
de las fases del CLO; la duracion del periodo ni el numero de dias transitorios para
la resincronizacién. La privacion de cuidado materno no modifico el consumo de
alcohol. Los resultados sugirieren que los eventos estresantes en la vida temprana

no impactan en la homeostasis circadiana de ratas juveniles Wistar macho.
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