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RESUMEN

El acceso restringido de un estimulo motivante en un periodo circadiano predecible
puede resultar en un cambio en el patron de actividad general y temperatura previas al
horario de acceso. Este fendmeno, denominado anticipacién circadiana, se ha estudiado
principalmente con el acceso al alimento, pero también se ha observado con agua,
parejas sexuales, alimento apetecible y, mas recientemente, algunas drogas de abuso
(metanfetamina, cocaina, nicotina), pero no se conoce si ocurre con el acceso restringido
a una de las drogas mas prevalentes a nivel mundial: el alcohol. La conducta anticipatoria
no circadiana involucra un aumento en la motivacién por adquirir o consumir el estimulo.
El deseo intenso por consumir alcohol (craving), ha mostrado un patrén circadiano en
sus consumidores. Se ha hipotetizado que el desarrollo de anticipacion circadiana
involucre también un aumento en la motivacion, generando una periodizacién del
incremento de craving que, cuando el estimulo es una droga de abuso, perpetuaria el

ciclo de consumo de la droga, fomentando el desarrollo de una adiccion.

Para este estudio se disefid un modelo experimental de acceso restringido al alcohol,
para explorar si se puede desarrollar anticipacion al acceso diario al alcohol.
Adicionalmente, se realizaron mediciones de preferencia de consumo y de cuatro
conductas similares a las observadas en adiccion: la tolerancia, el atracon, y la
permanencia de la conducta a pesar de las consecuencias negativas y a pesar de la falta
de recompensas, con el fin de explorar si el desarrollo de la respuesta anticipatoria esta
relacionado al de estas conductas. Después de la linea base y de un periodo de induccién
al alcohol a través de una exposicion gradual, cuatro grupos de ratas tuvieron
diariamente acceso a una solucién de 10% de alcohol (grupos experimentales) o a una
botella de agua, adicional a su botella de acceso ad libitum (grupos control) por 3 horas
en su fase de reposo (ZT3 a ZT6) o en su fase de actividad (ZT15-ZT18). Después de
tres semanas se exploré la persistencia de la conducta sin presentar el estimulo
(abstinencia), y se realiz6 una serie de pruebas para identificar las conductas similares

a las observadas en adiccién. Se realiz6 seguimiento de su actividad locomotora,



temperatura corporal y consumo de alcohol y/o agua de manera continua durante todo

el estudio.

Los grupos experimentales, y no los controles, mostraron un incremento significativo de
actividad 15 minutos antes de la llegada del alcohol, que persistié en la abstinencia en el
grupo que tuvo acceso en su fase de actividad (AN: Alcohol Noche). Sélo el grupo AN
presentd cambios anticipatorios en su temperatura, que persistieron en la abstinencia.
Adicionalmente, sélo los grupos experimentales mostraron una preferencia de consumo
de alcohol sobre agua, y mostraron cambios significativos respecto a los controles en 3
de las cuatro conductas tipo-adictivas medidas. Sin embargo, no se encontré una
correlacion significativa entre estas conductas tipo-adiccién y la anticipacion. Esto quiere
decir que el acceso diario y programado al alcohol puede generar anticipacion circadiana,
y fomentar la manifestacion de conductas caracteristicas de la adiccion, pero el

desarrollo de estos dos fendmenos es independiente el uno del otro.

PALABRAS CLAVE

Adiccidn, Alcohol, Anticipacion circadiana, Consumo de sustancias, Ritmos circadianos



INTRODUCCION

Una de las drogas de abuso mas comunmente utilizada en el mundo es el alcohol. En
México, el 49.1% de la poblacion (12 a 65 afios) lo ha consumido en el Ultimo afo,
y 33.6% ha presentado consumo excesivo. Estas cifras son las mas altas entre todas las
drogas estudiadas en el pais, a excepcion de las de la marihuana, cuya tasa de consumo
ha incrementado significativamente en los dltimos afios (Instituto Nacional de Psiquiatria
Ramén de la Fuente Mufiz [INPRF] et al., 2017; United Nations Office on Drugs and
Crime [UNODC], 2021). La prevalencia del uso de alcohol en la poblacion mundial se
debe en gran parte a su legalidad, y al interés econdmico de la industria alcoholera, por
el cual se ha dificultado la promovido el concepto de que no es una sustancia altamente
dafina ((World Health Organization, 2018).

El consumo excesivo de alcohol puede tener multiples consecuencias en la salud y la
sociedad. El alcohol esta asociado al desarrollo de mdultiples enfermedades, y su
consumo estuvo relacionado el 5.3% del total de muertes en 2016 (World Health
Organization, 2018). Ademas, su consumo se ha relacionado con diversos de los
problemas sociales mas prevalentes en los paises de las Américas, como el abuso y
maltrato infantil, el abandono familiar, las conductas delictivas y la violencia doméstica
(Comision Interamericana para el Control del Abuso de Drogas [CICAD] & Organizacion
de los Estados Americanos [OEA], 2019). El consumo de alcohol y la prevalencia de los
problemas relacionados a él han incrementado aln mas a partir de los cambios en la

dinamica social derivados de la pandemia del Covid-19 (Ramalho, 2020).

El consumo repetitivo de alcohol, en conjunto con multiples variables genéticas,
socioculturales, ambientales y del desarrollo, favorecen la transicion de un consumo
ocasional motivado por los efectos heddnicos de la sustancia a una serie de conductas
compulsivas y descontroladas orientadas al consumo, que se caracterizan como adicciéon
(Volkow & Morales 2015). Esta es un trastorno crénico que se caracteriza por un ciclo de
busqueda y uso compulsivo de una sustancia (el alcohol), pérdida de control por su

consumo, y un estado emocional negativo cuando no se tiene acceso a la sustancia.



Este ciclo involucra modificaciones en la estructura singptica de multiples vias de
neurotransmision, resultando en cambios plasticos en los sistemas de funcidn ejecutiva,

estrés y recompensa del cerebro (Koob & Volkow 2016).

Una caracteristica comun en la adiccion es el incremento del deseo intenso por consumir
(craving) vy, por lo tanto, de las conductas orientadas al consumo, cuando se presentan
ciertas condiciones sociales relacionadas al consumo, incluyendo el horario de consumo.
El desarrollo de estas conductas en presencia de las condiciones relacionadas es el
resultado de un proceso previo de condicionamiento que incrementa la saliencia de la
droga ante la presencia de cierta condicion o estimulo (Volkow et al., 2012). Se ha
demostrado que estos incrementos en el craving también ocurren diariamente a cierta
hora del dia, demostrando que el consumo de alcohol tiene un patron circadiano (Danel
et al., 2003; Hisler et al., 2021). Esto abre la posibilidad de que se pueda anticipar al
consumo de una manera circadiana, incrementando el craving y la busqueda de alcohol
antes del horario de consumo, e impulsando entonces el consumo de alcohol y el
desarrollo de una adiccion. De ser asi, se abriria la puerta a nuevas lineas de
investigacion para el tratamiento y prevencion de la adiccion en humanos a traves de la
disrupcion de este patron temporal. De esa posibilidad nace la importancia de desarrollar

un modelo de anticipacion circadiana al alcohol en roedores.



ANTECEDENTES

Consumo de alcohol y trastorno por consumo de alcohol en humanos

Al ser el alcohol una sustancia legal insertada en nuestra cultura, su consumo se ha
vuelto muy comudn en el ser humano. En México, el 71% de poblacion de 12 a 65 afios
lo ha consumido alguna vez en su vida (INPRF et al., 2017). Las razones principales
reportadas por las que inician su consumo son para “brindar” en eventos culturales, por
curiosidad sobre los efectos de la sustancia, y “para divertirse mas en la fiesta” (Kuntsche
& Miller, 2012), y mantienen su consumo en etapas tempranas por conformidad o por
busqueda de los efectos en eventos sociales y, en menor medida, como mecanismo de

afrontamiento contra el estrés (Smith et al., 2022).

Sin embargo, el consumo de una sustancia no necesariamente involucra adiccion, hasta
gue este se vuelve compulsivo y se pierde el control sobre el consumo (Koob & Volkow
2016). En el Manual Estadistico de los Trastornos Mentales V (DSM-V) se utiliza la
expresion “trastorno por consumo de sustancias” (en adelante “TCS”) en lugar de
“adiccion” como término diagnostico para caracterizar este fenbmeno. Los criterios
diagndsticos para considerar un TCS en humanos estan relacionados con un consumo
problematico de la sustancia y la dificultad para controlarlo (Asociacion Americana de
Psiquiatria [APA], 2013). El diagndstico en el DSM-V es especifico por sustancia,
llamandose al alcoholismo “trastorno por consumo de alcohol” (en adelante “TCA”),
aunque las diferencias entre los criterios para diagnosticarlo no son radicales entre las
distintas clases de drogas. Para ser considerado TCA, el consumo de alcohol debe
generar un malestar significativo, y cumplir con dos de once criterios diagndésticos,

mencionados a continuacion (APA, 2013).
Los primeros nueve criterios se caracterizan por el consumo prolongado, a pesar de las
consecuencias negativas que este conlleva, los esfuerzos por consumir y la dificultad

para detener el consumo, y la presencia de craving (APA, 2013):

1. Consumo de alcohol con frecuencia en cantidades superiores a las previstas.



2. Deseo persistente o esfuerzos fracasados de abandonar o controlar el consumo.

3. Inversion significativa de tiempo en las actividades necesarias para conseguir alcohol,

consumirlo o recuperarse de sus efectos.

4. Ansias o un poderoso deseo o necesidad de consumir alcohol (craving)

5. Incumplimiento de los deberes fundamentales en el trabajo, la escuela o el hogar por

el consumo recurrente.

6. Consumo continuado de alcohol a pesar de sufrir problemas sociales o

interpersonales, provocados o exacerbados por los efectos del alcohol.

7. Abandono o la reduccion de actividades sociales, profesionales o de ocio por el

consumo.

8. Consumo recurrente de alcohol en situaciones en las que provoca un riesgo fisico.

9. Persistencia del consumo a pesar de saber que se sufre un problema fisico o

psicologico probablemente causado o exacerbado por el alcohol.

Los ultimos dos criterios son la presencia de tolerancia (10) y de abstinencia (11). La
tolerancia se caracteriza por una disminucion progresiva del efecto de una determinada
dosis de alcohol a medida que se repite su consumo, ocasionando frecuentemente una
necesidad de consumir cantidades cada vez mayores de alcohol para conseguir el efecto
deseado (APA, 2013; Elvig et al., 2021). La tolerancia es una consecuencia de los efectos
neurobioldgicos del consumo prolongado de alcohol: EI consumo agudo de alcohol
genera un incremento de actividad GABAérgica y disminucion de actividad
glutamatérgica (Littleton, 1998; Turton & Lingford-Hughes, 2020). El consumo croénico de
alcohol resulta en una respuesta homeostatica del sistema nervioso central, donde
disminuye la funcion de receptores GABA-A, e incrementan los receptores a glutamato

NMDA, lo que implica que una misma cantidad de alcohol tendra un menor efecto de



desregulacion de los sistemas de neurotransmision de GABA y Glutamato (Elvig et al.,
2021; Littleton, 1998; Turton & Lingford-Hughes, 2020).

La abstinencia se determina por la presencia del sindrome de abstinencia de alcohol,
caracterizado por la aparicion de sintomas como la hiperactividad del sistema nervioso
auténomo, insomnio, temblor, nduseas, ansiedad, agitaciébn psicomotora, entre otros, o
por el consumo de alcohol con el propésito de aliviar o evitar estos sintomas (APA, 2013;
Attilia et al., 2018). El sindrome de abstinencia es en buena medida consecuencia de la
respuesta homeostatica del sistema nervioso al consumo cronico de alcohol que
caracteriza a la tolerancia: Al haber una desregulacion de los receptores de GABA vy
glutamato, un cese repentino del consumo de alcohol puede resultar en un exceso de
actividad glutamatérgica y una disminucion de actividad GABAérgica que, sin el efecto
del alcohol para contrarrestarlos, generard una sobre-excitabilidad neuronal,
ocasionando los sintomas caracteristicos del sindrome de abstinencia (Airagnes et al.,
2019; Attilia et al., 2018; Littleton, 1998).

Los sintomas negativos que ocurren tras un periodo de abstinencia pueden promover en
los humanos una reincidencia del consumo, en cantidades mas altas (Koob & Volkow,
2016). El consumo en altas cantidades y en cortos periodos de tiempo, denominado
como consumo tipo atracén (binge), aunque no es el Unico patréon de consumo, es uno
de los mas comunes entre los consumidores de alcohol (WHO, 2018). La presencia de
atracon esta ligada a la dependencia de alcohol, aunque se debe aclarar que no siempre

gue hay atracén hay dependencia (Crabbe et al., 2011).

Modelos experimentales de consumo de alcohol en ratas

La prevalencia y consecuencias del consumo de alcohol y la adiccién en humanos, han
motivado el uso de modelos animales, particularmente roedores, para su estudio en
investigaciones empiricas. Sin embargo, los roedores, por si solos, no suelen tomar de

manera voluntaria niveles altos de alcohol, como lo hacen los humanos. Dadas las



dificultades que esto presenta para el estudio del consumo de alcohol, se han
desarrollado estrategias para inducir su consumo. Estos métodos incluyen el uso de
sacarosa en el alcohol (Broadwater et al., 2013), el acceso restringido al alcohol en
periodos intermitentes de 24 horas (Simms et al., 2008) y el uso de modelos genéticos
de crianza selectiva para generar roedores de alto consumo (Crabbe et al., 2010). Para
el presente estudio son particularmente importantes dos modelos de consumo: el modelo
de consumo por la noche (Rhodes et al.,2005), y el de eleccion entre dos botellas (Richter
& Campbell, 1940).

El modelo de consumo por la noche (Drinking in the dark) consiste en reemplazar la
botella de agua por una de alcohol todos los dias por un periodo fijo durante la fase de
oscuridad, restringiendo el acceso al alcohol a un horario fijo (Rhodes et al.,2005). Este
modelo ha demostrado generar un consumo de alcohol mas alto que el que se presenta
en condiciones ad libitum en roedores. Rhodes probo en sus estudios las condiciones
Optimas en concentracion de alcohol (10%), horario de acceso (ZT15) y duracion del
acceso (3 horas) para maximizar el consumo de alcohol. Este modelo, ademas, al
presentar el estimulo de manera restringida en periodos circadianos, cumple con los

requisitos necesarios para estudiar anticipacion circadiana.

La desventaja de reemplazar la botella de agua con una de alcohol es que las
condiciones son poco similares a las del consumo humano, en donde siempre existe una
bebida alternativa al alcohol. El modelo de eleccion entre dos botellas (Two bottle choice)
propone presentar siempre una botella de agua simple junto a la botella de alcohol
(Richter & Campbell, 1940). Esto asegura que el consumo de la sustancia es voluntario
y no se debe a la privacion de liquidos, lo cual es especialmente importante en estudios
donde se pretende medir la dependencia a la sustancia. Es comdn iniciar este método
con una concentracion baja de alcohol, e incrementar gradualmente la concentracion los

siguientes dias (Garcia Pardo et al., 2017).

Para este estudio, se utilizO como base el modelo de consumo por la noche, dando

acceso intermitente a los sujetos durante 3 horas al dia, siempre en el mismo horario, y



utilizando las condiciones Optimas de concentracion, horario, y duracion del acceso
descritas por Rhodes (2005). Este modelo se combind con el paradigma de las dos
botellas, para garantizar el consumo voluntario de la sustancia, por lo que los sujetos
tuvieron en todo momento acceso a una botella regular de agua (Richter & Campbell,
1940). Ademas, se incluyd también un periodo inicial donde se realizdé un incremento
gradual de la concentracion de alcohol, como lo describe Garcia Pardo (2017), facilitando
el proceso de induccién a los sujetos. Usualmente, en el modelo de consumo por la
noche, el acceso se da durante la fase de actividad de los sujetos, cuando el consumo
de alcohol es mayor. Sin embargo, en la mayoria de los protocolos de anticipacion, el
acceso se da durante la fase de descanso de los sujetos, ya que la actividad anticipatoria
es mucho més evidente cuando se contrasta con un periodo de baja actividad. Por esta
razon se decidio, para este estudio, tener grupos con acceso a la sustancia durante el
dia y otros con acceso durante la noche. Una descripcion mas detallada del protocolo

utilizado se encuentra en la seccion de metodologia.

Estrategias para medir conductas similares al trastorno por consumo de

sustancias en ratas

Como se menciono previamente, el TCS es mucho mas complejo que el consumo de
sustancias por si solo. Ya que algunos de los criterios de este trastorno tienen mediciones
autorreportadas o subjetivas (por ejemplo, persistencia del consumo a pesar de saber
gue se sufre un problema) y/o estan relacionados a conductas sociales caracteristicas
del ser humano (por ejemplo, incumplimiento de los deberes fundamentales en el trabajo,
la escuela o el hogar) (APA, 2013), resultaria dificil medirlas en roedores y otros animales
no humanos. Por eso, se han desarrollado varios métodos para medir en modelos
animales conductas que sean equivalentes a las que se presentan en el TCS en
humanos, que se han denominado “conductas tipo-adictivas”, o simplemente “conductas
similares a las del TCS” (Vanderschuren & Ahmed, 2021). A continuacién, se revisan
cuatro de las conductas caracteristicas que se han medido en modelos animales, y que

se evaluaron en este estudio:



1- Escalamiento del consumo:

Uno de los criterios del TCS es la tolerancia a los efectos de la droga (APA, 2013), que
genera que el usuario requiera una dosis de la sustancia cada vez mas alta para obtener
un mismo efecto, causando un aumento progresivo en la cantidad de sustancia
consumida (Elvig et al., 2021). Este consumo progresivo, llamado escalamiento, es
caracteristico de la dependencia a drogas y se ha utilizado como evidencia de conducta
tipo adictiva en modelos animales (Ahmed, 2011; Planeta, 2013; Vanderschuren &
Ahmed, 2021). En este estudio se midio el incremento semanal de la cantidad consumida

de alcohol (0 agua) como medida de escalamiento.

2- Abstinencia y atracon:

Otra caracteristica y criterio del TCS, particularmente de alcohol, es el sindrome de
abstinencia. Este se puede caracterizar por la presencia de los sintomas negativos al
retirar la sustancia, o por su consumo para aliviar o evitar esos sintomas (APA, 2013;
Attilia et al., 2018). Los efectos negativos que resultan después de un periodo de no
consumir la droga frecuentemente llevan al usuario a consumir de nuevo (Koob &
Volkow, 2016).

En modelos animales, el consumo de la sustancia después de un periodo de abstinencia
es muchas veces mayor al consumo previo (Vanderschuren & Ahmed, 2021). Este
consumo en altas cantidades, en un corto periodo de tiempo, se denomina atracén
(binge), y se ha observado también en roedores (Sabino et al., 2013). Este tipo de
consumo después de un periodo de abstinencia ya ha sido utilizado como parte de
modelos animales de adiccién (De Jong et al., 2012; Vanderschuren & Ahmed, 2021).
En este estudio se evaluo si el consumo de alcohol incrementé al reinstaurar el acceso

por una ventana corta de tiempo, después de un periodo de abstinencia.
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3- Uso a pesar de las consecuencias negativas:

Otra caracteristica de la adiccion a drogas es el consumo continuado a pesar de provocar
problemas o riesgos (Vanderschuren et al., 2017). Esta presente en varios criterios de
TCS, como el consumo en situaciones que representan un riesgo fisico, el consumo
continuado a pesar a pesar de sufrir problemas sociales, o la persistencia a pesar de
saber que se sufre un problema fisico o psicoldgico. (APA, 2013). En el pasado se han
utilizado pruebas de persistencia de consumo a pesar de las consecuencias negativas
para evaluar la conducta tipo adictiva en roedores (Planeta, 2013; Vanderschuren et al.,
2017; Vanderschuren & Ahmed, 2021). La estrategia mas comun consiste en parear el
consumo de la sustancia con un estimulo aversivo fisico (por ejemplo, un shock eléctrico)
y medir la persistencia del consumo (Deroche-Gamonet et al., 2004; Marchant et al.,
2018).

Una posible alternativa de prueba, es la prueba de la caja luz oscuridad (Bourin &
Hascoét, 2003). Esta prueba se fundamenta en la aversion innata que tienen los roedores
a estar en lugares abiertos y con iluminacién muy brillante. Consiste en una caja con un
compartimento cerrado y oscuro y otro abierto e iluminado con luz brillante, donde el
roedor tiene la libertad de pasar de un compartimento a otro. Pasar mayor tiempo en el
compartimento iluminado es tomado como evidencia de menor aversion. Esta prueba se
utilizd originalmente para medir ansiedad y la eficacia de dos benzodiazepinas

(Clordiazepoéxido y Clonazepam) (Crawley & Goodwin, 1980).

Teegarden y Bale (2007) utilizaron una version modificada de esta prueba para medir el
riesgo a pesar de la aversion a la luz en roedores cuando un estimulo reforzante
(alimento alto en grasa) es colocado en el compartimento de luz de la caja. Esto presenta
una alternativa a las pruebas utilizadas en el pasado para medir la basqueda de una
sustancia a pesar de las consecuencias negativas, con la ventaja de que se evita el dafio
fisico a los animales. En este estudio se utilizo una version similar a esta alternativa, con
una botella de alcohol en el compartimento de luz de la caja, para evaluar el consumo a

pesar de las consecuencias negativas.
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4- Dificultad para detener el consumo y prueba de la gota:

La dificultad para detener el consumo también es una caracteristica de la adiccion a
drogas (Garbusow et al., 2014; Zou et al., 2017), presente en algunos criterios del TCS,
como el deseo persistente o esfuerzos fracasados de controlar el consumo, y la inversion
significativa de tiempo para conseguir la sustancia (APA, 2013). Para medirla, se han
utilizado pruebas de resistencia a la extincién, donde la persistencia del intento de
consumo a pesar de una falta de recompensa es tomada como evidencia de dificultad
para detener el consumo, y conducta tipo adictiva (Planeta, 2013; Vanderschuren &
Ahmed, 2021). Un ejemplo de estas pruebas es un modelo de una caja operante, donde
se mide la persistencia de palanqueo cuando este ya no esta pareado a la entrega de
una droga (Deroche-Gamonet et al., 2004).

Para este estudio, se desarroll6 una prueba alternativa, que consiste en medir la
persistencia en el intento de consumo cuando se presenta una botella que sé6lo contiene
una gota (1mL) de la sustancia. Esta se denomin6 como “prueba de la gota”. Una

descripcion mas detallada de la prueba se encuentra en la metodologia.

Ritmos circadianos

El TCA es muy complejo en su causalidad y se ha relacionado con multiples factores que
pueden contribuir a su desarrollo y mantenimiento, uno de esos factores es el
involucramiento de los ritmos bioldgicos. Aunque se han encontrado algunos efectos
patrones infradianos y ultradianos relacionados al consumo (El-Guebaly, 1987), la
mayoria de estas interacciones (discutidas mas adelante) se han encontrado con los

ritmos circadianos.
Los ritmos circadianos son oscilaciones que ocurren en las funciones y en la conducta

con ciclos alrededor de cada 24 horas y estan presentes en todo tipo de organismos. La

ritmicidad circadiana existe en una gran variedad de funciones fisiol6gicas esenciales
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para los mamiferos, como el ciclo suefio-vigilia, la temperatura corporal, presion arterial,

la secrecion de multiples hormonas y ciclos metabdlicos (Buhr & Takahashi, 2013).

Los ciclos se mantienen coordinados con los ciclos externos gracias a estimulos del
medio ambiente que ayudan a sincronizar las oscilaciones enddgenas, a estos estimulos
se les conoce como sincronizadores o “zeitgebers”. El principal sincronizador es la
alternancia luz-oscuridad, que ayuda a coordinar al organismo con el ciclo ambiental
dia/noche (De & Henrik, 2019). En los mamiferos, la luz entra al ojo y es transmitida al
nacleo supraquiasmatico (NSQ) a través de las células ganglionares intrinsecamente
fotosensibles (ipRGC) en la retina y por sus axones que forman el tracto retino-
hipotaldmico (TRH) (Ver figura 1). EI NSQ utiliza esta informacion fética para sincronizar
sus ritmos de actividad molecular y eléctrica a las condiciones ambientales. El NSQ
transmite esta informacion hacia osciladores periféricos tanto en el cerebro como a otros
organos para mantener la sincronizacion en todo el organismo y permitir la expresion
fisiologica y conductual de los ritmos circadianos (Sollars & Pickard, 2015). Los ritmos

circadianos no se presentan sin el NSQ (Stephan & Zucker, 1972).

Luz / Oscuridad m= .

Sincronizacio de
actividad en el organismo

Figura 1: Esquema de la via de la informacion fotica en los mamiferos. (ipRGC= células
ganglionares intrinsecamente fotosensibles; TRH= tracto retino-hipotalamico; NSQ= nudcleo

supraquiasmatico). Modificado de: Tonon et al., 2021
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Esta sincronizacion en el organismo es necesaria para responder correctamente a las
demandas del mismo (como el hambre y el suefio) sin que las funciones fisiologicas y

conductuales (como comer y dormir) se contrapongan unas con otras (Buijs et al., 2013).

Interacciones alcohol-ritmos circadianos

A lo largo de los afos se han realizado estudios analizando la relacion entre el consumo
de alcohol y los ritmos circadianos, y se ha encontrado que existen multiples puntos de
interaccion entre ambos. A continuacion se describen los principales hallazgos en tres
sentidos: los efectos de las alteraciones de los ritmos circadianos en el consumo de
alcohol, las consecuencias del consumo en la ritmicidad, y el patron circadiano de la
ingesta de alcohol.

Las alteraciones en los ritmos biolégicos generan cambios en el consumo de alcohol

Hay mucha de evidencia de que las alteraciones en el sistema circadiano pueden resultar
en cambios en el patron de consumo de alcohol. En humanos, la desincronizacion
circadiana causada por la diferencia del horario de suefio entre la semana laboral y el fin
de semana (jet lag social) en adolescentes esta relacionada a un mayor riesgo de
padecer desordenes por uso de alcohol (Hasler & Clark, 2013). Estudios clasicos han
demostrado que los cambios de fase en el fotoperiodo, ya sea adelantando o retrasando
la fase, generan un aumento en el consumo de alcohol en ratas Sprague-Dawley (Gauvin
et al., 1997). Sin embargo, en ratas de otra cepa (Fischer), un avance de fase de seis
horas resultd en una disminucién en la preferencia y consumo de alcohol (Rosenwasser
et al., 2010) lo que sugiere que las disrupciones cronobiologicas pueden alterar el
consumo de alcohol de distintas maneras, dependiendo de factores aun poco

comprendidos.

Algunos de esos factores pueden estar relacionados al modelo de desincronizacion
circadiana utilizado. Reséndiz-Flores y Escobar (2019) encontraron que ratas sujetas a
un modelo de desincronizacion por trabajo nocturno (shift-work) incrementan su consumo

de alcohol, mientras que otras expuestas a luz por la noche (LL) no incrementaron su
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consumo. Sin embargo, en ambos modelos se genera un aumento en el consumo de
atracon después de un periodo de abstinencia, y cambios en un factor de transcripcion
para plasticidad neuronal (AFosB) en estructuras cortico-limbicas. Los cambios en estas
estructuras por la desincronizacion circadiana podrian ser el motivo de que aumente el

riesgo a presentar desérdenes por uso de alcohol (Hasler & Clark, 2013).

Por otro lado, la disrupcion podria generar estas alteraciones en el consumo a través de
cambios en la expresiéon los genes involucrados en el sistema circadiano. Mdltiples
estudios han encontrado que las alteraciones en estos genes (CLOCK, PER, BMAL), ya
sea por mutaciones o por analisis de polimorfismos, resultan en un aumento en el
consumo de alcohol, tanto en humanos como en roedores (Damaggio & Gorman, 2014b;
Logan et al., 2014). Se ha propuesto que los genes circadianos CLOCK y PER2 pueden
generar cambios en la regulacion de dopamina en el sistema de recompensa, por lo que
las disrupciones circadianas podrian tener efectos directos sobre el valor hedodnico y la

motivacién por consumir alcohol y otras drogas de abuso (Logan et al., 2014).

El consumo de alcohol genera cambios en los ritmos biologicos

La interaccion entre el sistema circadiano y el consumo de alcohol no es unidireccional;
ingerir alcohol puede generar cambios en los ritmos circadianos. En ratas, la
administracion de alcohol genera cambios en los ritmos de actividad y temperatura y una
disminucién general en sus valores (hipoactividad e hipotermia) (Baird et al., 1998). Esto
podria deberse a que el consumo de alcohol resulta en una alteracion de los ritmos de
MRNA de algunos genes reloj (Per2 y Per3) en el nacleo supraquiasmatico de las ratas
(Chen et al., 2004).

Cambios similares se han observado en pacientes alcohdlicos humanos, quienes
presentan una expresion disminuida de genes circadianos en sangre (Huang et al.,
2010). Aunado a esto, presentan muchas variaciones en los ritmos circadianos
comparados con sujetos sanos, como cambios en el ciclo de suefio-vigilia, los ritmos de

temperatura corporal y los patrones de secrecion de melatonina (Damaggio & Gorman,
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2014b). Es posible que algunos de estos cambios persistan después de que el consumo
se detiene, lo cual puede contribuir a una recaida; la queja mas comun en pacientes

alcohdlicos rehabilitados es el insomnio (Zhabenko et al., 2012).

Las correlaciones bidireccionales entre estas dos variables podrian implicar un ciclo de
retroalimentacion, donde el consumo de alcohol contribuye a la desincronizacion
circadiana, y esta, a su vez, promueve el mantenimiento, incremento y recaida del uso

de la sustancia.

El patron temporal del consumo de alcohol

Existen diferencias en la ingesta de alcohol a lo largo del dia. En ratas, el consumo
voluntario de alcohol es mayor en la fase activa (Files et al., 1993). En humanos el horario
de consumo puede depender fuertemente de factores sociales, como el horario de
trabajo, pero la sensacion de ansia por consumir (craving) ocurre todos los dias en
horarios similares, es decir que tiene un patrén temporal. Danel y cols. (2003)
encontraron que es comun que el pico de craving en personas diagnosticadas con TCA
se de en las primeras horas del dia (9-11am). Recientemente, Hisler y cols. (2021)
encontraron que, en consumidores de alcohol que no cumplian con las caracteristicas
diagndsticas para TCA, el patron temporal de craving tuvo su pico por la noche (alrededor
de las 8pm). El horario del pico se vio influenciado por multiples factores biologicos y
sociales individuales, como el horario de suefio, pero siempre se mantuvo un ritmo de

alrededor de 24 horas, es decir, un patron circadiano.

Ademas, no es lo mismo consumir alcohol en el dia que consumirlo en la noche. La fase
en la que se consume alcohol diariamente puede tener efectos diferenciales en los ritmos
de actividad, la temperatura corporal, la dependencia y el sindrome de abstinencia
(Damaggio & Gorman, 2014a). Esta es una de las razones por las que se decidio, para
este estudio, tener grupos con acceso a la sustancia durante el dia y otros con acceso

durante la noche.
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Anticipacién circadiana (y no circadiana)

Como consecuencia de la rotacion de la Tierra, y por lo tanto del ciclo dia-noche, hay
ciertos eventos en el ambiente que se repiten diariamente a la misma hora del dia. Estos
eventos representan oportunidades o amenazas para los organismos, y por eso, el
sistema circadiano que confiere sefiales internas de tiempo les de la capacidad de ajustar
las funciones antes de que suceda un evento, incluso en ausencia de un estimulo externo
condicionado al evento. Asi, la principal funcidon de los ritmos circadianos es la de
anticipar las necesidades fisiolégicas y conductuales que demandara el medio ambiente
y actuar acorde a ellas para aprovechar de manera mas eficiente las oportunidades que
se presentaran. (Bhadra et al., 2017)

La funcion de anticipacion circadiana se puede observar, por ejemplo, en el canto de los
gallos como llamado territorial antes del amanecer (Shimmura & Yoshimura, 2006), los
cambios fisiolégicos y hormonales que presentan los conejos antes de amamantar a sus
crias (Caba & Gonza, 2009), o los cambios en la expresion de los procesos metabdlicos
humanos, previo a los horarios de alimentacion, de la actividad y el suefio (Dibner &
Schibler, 2015).

Anticipacion no circadiana

La anticipacion solo es circadiana si se da por un evento que ocurre aproximadamente
cada 24 horas (Bhadra et al., 2017). Existen otros mecanismos relevantes de estimacion
temporal (Interval timing) que ocurren en intervalos de segundos a minutos (Gallistel &
Gibbon, 2000). Esos son los responsables de los cambios en la conducta y fisiologia de
un individuo en el intervalo de tiempo entre la aparicibn de una sefial o estimulo

condicionado y la llegada de una recompensa (Katner et al., 2017; Melendez et al., 2002).

Este fendmeno también podria ser relevante para el desarrollo del TCS. El consumo de
drogas involucra un incremento en la sefalizacion del sistema dopaminérgico después
de la exposicién a la droga (Volkow et al., 17), pero también después de la aparicion de

un estimulo condicionado a la aparicién de la droga (Volkow et al., 2012). Asi mismo,
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cuando hay un intervalo de segundos a minutos entre la aparicion del estimulo
condicionado y el del estimulo motivante, se han observado cambios similares en el
sistema dopaminérgico, que parecen estar relacionados a la motivacion por obtener el
estimulo (Kamada & Hata, 2021; Oleson et al., 2014).

Aunque es posible que ambos mecanismos de estimacion del tiempo tengan
consecuencias en el desarrollo del TCS, es importante distinguir entre ellos, ya que los
mecanismos de estimacion de tiempos cortos y con sefiales (interval timing) son
diferentes a aquellos relacionados a ritmos de 24 hrs y sin sefiales (circadianos)
(Petersen & Mistlberger, 2017).

Anticipacion al alimento

La mayoria de los estudios experimentales relativos a la anticipacion circadiana se han
realizado en torno a la actividad anticipatoria al alimento. En muchas especies, restringir
diariamente el acceso al alimento a un horario fijo resulta en un cambio en su patrén
temporal de conducta desde aproximadamente dos horas antes del horario de acceso:
aumenta la actividad general, el forrajeo y conductas de busqueda, a lo que se le ha
denominado actividad anticipatoria al alimento (FAA, por sus siglas en inglés). Para que
se presente la FAA, debe estar restringido el acceso al alimento y en periodos circadianos
(es decir, cada 24 horas aproximadamente), la ventana de acceso no debe ser muy larga
(aproximadamente 3 horas es lo mas utilizado en roedores); el alimento no debe
presentarse en condiciones ad libitum o en horarios azarosos, impredecibles. Bajo estas
condiciones, también aumenta la temperatura corporal horas antes del horario de acceso
al alimento, y cambia el patron temporal de otros ciclos fisiolégicos, como el ritmo de
concentracion de corticosterona en sangre, de liberacion de enzimas gastricas, etc. La
FAA ha sido propuesta como evidencia de que el sistema circadiano puede ser
sincronizado por el acceso restringido al alimento (Escobar et al., 2011; Mistlberger,
1994).
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Adicionalmente, muchos de los protocolos de anticipacion al alimento agregan una etapa,
posterior al acceso restringido, en la que el alimento no esté disponible en ningun horario
por pocos dias. En estas condiciones, la FAA continla presentandose, en ausencia de
cualquier estimulo, en el horario en el que el alimento solia estar disponible. El
mantenimiento de la conducta en ausencia del estimulo apoya la teoria de que esta

anticipacion supone una sincronizacion al horario de alimentacion (Mistlberger, 2009).

No se conoce la regién neuronal ni el mecanismo molecular que subyacen la FAA

A diferencia de la mayoria de los procesos circadianos, la FAA no requiere de una sefial
ritmica de luz-oscuridad, ni del nucleo supraquiasmatico del hipotalamo, ya que la
sincronizacion por alimento se presenta en protocolos con oscuridad constante y
ablacion del NSQ (Stephan et al., 1979). Dado esto, se han realizado multiples estudios
buscando una estructura neuronal que funcione como reloj para iniciar la anticipacion
circadiana al alimento. Se han revelado multiples regiones sospechosas, pero ninguna
ha resultado indispensable para la aparicion de la FAA (Davidson, 2009; Escobar et al.,
2011; Mistlberger, 2011; Mistlberger & Mumby, 1992).

Con estudios de lesiones ningun area ha resultado esencial para la expresion de la FAA,
pero se ha demostrado que esta si involucra cambios en el patrén temporal de actividad
neuronal en multiples regiones del cerebro, resaltando varios nucleos hipotalamicos y
areas del sistema cortico-limbico. La activacion de muchas areas al mismo tiempo ha
llevado a la idea de que no hay una Unica estructura en particular que sea sincronizada
por el acceso restringido al alimento y sea responsable de la FAA, sino que se trata de
un sistema distribuido de estructuras que interactian entre ellas (Angeles-Castellanos et
al., 2004; Angeles-Castellanos et al., 2007; Escobar et al., 2009). Ademas, la FAA no
parece depender de los mismos mecanismos moleculares que otros fendmenos
circadianos, ya que estudios de roedores mutantes han demostrado que la actividad
persiste cuando se elimina alguno de los genes reloj involucrados (Pendergast &
Yamazaki, 2018).
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En un intento por dilucidar los mecanismos conductuales y neuronales que subyacen la
FAA, asi como sus posibles implicaciones, se ha estudiado la posibilidad de que se
presente anticipacién a otros estimulos independientes de la luz, que podrian o no

compartir los mismos mecanismos que subyacen a la anticipacion al alimento.

Anticipacién a otras conductas motivadas

El acceso restringido a estimulos reforzantes o hedénicos

Aungue el acceso restringido al alimento es el estimulo sincronizador de FAA mas
ampliamente estudiado, existe evidencia de que otras conductas motivadas generan
anticipacion cuando se restringe el acceso a los estimulos que las propician a un horario

especifico.

En primer lugar, Mistlberger (1992) encontré que, al restringir el acceso al agua a una
hora al dia, algunas ratas muestran anticipacion lamiendo la botella antes de la llegada
del agua, demostrando que la restriccion de liquidos también puede generar anticipacion

circadiana.

En nuestro grupo, se demostré que las ratas muestran actividad anticipatoria al acceso
restringido de un alimento palatable (chocolate) aun cuando los sujetos no estan bajo
restriccion de alimento (Mendoza et al., 2005). La anticipacion a un alimento palatable
sin restriccion de alimento demuestra que la propiedad hedonica de una sustancia es

suficiente para generar la actividad anticipatoria.

Por dltimo, en ratones macho, el acceso restringido en un horario fijo a ratones hembra
en estro genera actividad anticipatoria, lo cual no ocurre cuando los sujetos son del
mismo sexo, por ejemplo ambas hembras. Esto demuestra que el acceso a una pareja

sexual también puede generar anticipacion circadiana (Hsu et al., 2010).
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La anticipacion a las conductas motivadas requiere del sistema limbico

La ingesta de alimento y liquidos, asi como la conducta sexual, son ejemplos de
conductas motivadas. Estos son comportamientos orientados a satisfacer una necesidad
gue ayuda al organismo o0 a la especie a sobrevivir. Estas conductas motivadas tienen
su origen en el hipotdlamo y dependen principalmente de procesos homeostaticos (Hahn
et al., 2019). La anticipacién circadiana al alimento, agua o sexo sugieren que el
fendmeno se origina de un proceso de sincronizacion comun que posibilita las conductas
motivadas. Ademas, la anticipacion a un alimento palatable y el involucramiento del
sistema de motivacion y hedonismo sugieren que en la anticipacién circadiana también
participan las estructuras del sistema limbico y el sistema dopaminérgico (Angeles-
Castellanos et al., 2007), que es un sistema fundamental para el control hedonico de la

motivacion (Yang et al., 2018).

Anticipacion a drogas de abuso

El sistema limbico y las vias dopaminérgicas, relacionadas con el control de las
conductas motivadas, estan también fuertemente involucrados con el desarrollo del
consumo de drogas de abuso (Di Chiara, 1995; Rodriguez De Fonseca & Navarro, 1998),
por lo que tiene sentido que el fendmeno de anticipacidn circadiana se pueda expresar
también por sincronizacion al acceso a estas drogas. Gillman y cols. (2019) utilizan el
término “osciladores sincronizables por motivacion” para referirse a regiones del cerebro
responsables de la sincronizacion y anticipacion relacionada a las conductas motivadas

y las drogas de abuso.

La anticipacién a las drogas se estudiéo primero con metanfetamina. Shibata y cols.
(1994) descubrieron que una inyeccion diaria de metanfetamina en un horario fijo genera
un aumento en la actividad general entre una y dos horas antes del horario de la
inyeccion. Esto ocurre incluso en condiciones de luz constante y disponibilidad distribuida
al alimento, descartando que se trate de una sincronizacién al ciclo luz-oscuridad o al

hambre (Kosobud et al., 1998). Mas recientemente, se encontré que la anticipacion
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también ocurre cuando el consumo de metanfetamina es voluntario. Cuando el acceso a
metanfetaminas esta restringido a un horario fijo, la anticipacién es mayor si el acceso
se da al inicio del dia y no al final. En este estudio se propuso que el fendbmeno podria
estar relacionados a la activacion del hipotalamo dorsomedial, la corteza orbitofrontal y
el septum lateral (Juarez-Portilla et al., 2018).

Otras drogas también han mostrado producir anticipacién cuando son administradas
regularmente en periodos circadianos. Por ejemplo, inyecciones de cocaina producen
actividad anticipatoria cuando son administradas cada 24 horas, pero no si son
administradas en periodos no circadianos, cada 33 horas (White et al., 2000). Lo mismo
sucede con administraciones de fentanilo, un agonista opioide con potencial de abuso,
(Gillman et al., 2009).

Las inyecciones de nicotina diarias y en un horario fijo también generan actividad
anticipatoria, a diferencia de las inyecciones de solucion salina (Gillman et al., 2008). La
anticipacion se mantiene a través de manipulaciones de luz constante y de ciclos
variables de luz-oscuridad, lo que implica que los estimulos de luz no estan involucrados
en el proceso. La anticipacion disminuye con la aplicacion que farmacos que actuan
como antagonistas de distintas partes de las vias de orexinas, opioides y glutamato, lo
gue sugiere el involucramiento de estos neurotransmisores en la anticipacion a la nicotina
(Gillman et al., 2013).

La anticipacion a todas estas drogas de abuso implica una sincronizacion del sistema
circadiano, mismo que ocurre cuando el se anticipa a un estimulo motivante diferente.
No se conoce si este fendmeno ocurre también ante el acceso restringido y predecible

del alcohol.

Anticipacion circadiana y adiccion

La anticipacion a estimulos motivantes podria estar relacionada a la adiccion. En nuestro
grupo, se ha propuesto que la actividad anticipatoria al alimento palatable podria resultar

de mecanismos similares a los que subyacen el comportamiento tipo adictivo, y que el
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consumo en periodos circadianos podria originar un incremento en la dopamina,

sincronizando areas del sistema de recompensa a ese estimulo (Escobar et al., 2011).

De manera similar, se ha sugerido que la actividad anticipatoria a las drogas podria ser
resultado de un incremento de la motivacidén por consumir droga en ciclos circadianos.
Esto implicaria que la sincronizacion a la sustancia podria imponer ciclos de tiempo al

craving, al uso recurrente y a la recaida ante la abstinencia (Gillman et al., 2019).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El alcohol es una de las drogas de abuso més consumidas a nivel mundial y su consumo
excesivo esta relacionado a multiples enfermedades, problemas sociales y consumo de
otras drogas (CICAD & OEA 2019; INPRF et al., 2017). Una de las razones por las que
el alcohol tiene tales consecuencias, es que puede desarrollar en el usuario un trastorno
por consumo de alcohol, caracterizado por la falta de control sobre el consumo (Volkow
& Morales, 2015; APA, 2013).

Se ha demostrado que el acceso restringido a estimulos motivantes (Mendoza et al.,
2005) incluyendo algunas drogas de abuso (Gillman et al., 2019), en periodos limitados
y predecibles, genera en roedores un aumento en actividad en anticipacion a la llegada
del estimulo. No se sabe si el fendmeno de anticipacion circadiana ocurre también ante

el acceso restringido a alcohol.

Tampoco se sabe si este tipo de anticipacion esta relacionada al nivel de consumo y
dependencia a la sustancia. Se ha descrito anteriormente que la anticipacion no-
circadiana en intervalos de segundos a minutos (Interval timing) si lo estd, a través del
aumento de actividad dopaminérgica en el periodo entre la aparicion de una sefal, o
estimulo condicionado, y la entrega de un refuerzo, que incrementa la motivacion y la
conducta por obtenerlo (Kamada & Hata, 2021; Oleson et al., 2014). Este tipo de
conducta anticipatoria es diferente a la circadiana (Petersen & Mistlberger, 2017), sin
embargo, se sabe que la motivacion por el consumo de alcohol también puede adquirir
un patrén circadiano, ya que el craving en consumidores de alcohol fluctia en un ciclo

gue tiene su pico aproximadamente cada 24 horas (Danel et al., 2003; Hisler et al., 2021).

Esto sugiere la posibilidad de que la anticipacion circadiana también promueva en cierto
grado el incremento del consumo y el desarrollo del TCA. Anteriormente se ha sugerido
gue la anticipacion circadiana al alimento apetecible (Escobar et al., 2011) y a otras
drogas de abuso (Gillman et al., 2019) podria generar incrementos temporales en la

motivacion por el consumo. Esto podria resultar en un incremento en el consumo y
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desarrollo de dependencia en el horario regular de consumo. De ser asi, la comprension
de este fendmeno abriria la puerta a la investigacion de nuevas vias de tratamiento y

prevencion del TCA a través de la disrupcion del ciclo circadiano de consumo.

OBJETIVOS

Objetivo general

e Estudiar el fendmeno de anticipacion circadiana al alcohol y su posible relacion
con el desarrollo de conductas tipo adictivas en ratas que consumen alcohol.

Objetivos particulares

1. Evaluar el establecimiento de anticipacion circadiana ante un protocolo de

acceso restringido al alcohol durante el dia o la noche.

2. Evaluar las conductas similares al TCA en roedores ante un protocolo de acceso

restringido al alcohol durante el dia o la noche.

3. Explorar la relacion entre la anticipacion circadiana y las conductas similares al
TCA.

HIPOTESIS

Hipotesis generales

1. Las ratas en un protocolo de acceso restringido al alcohol mostraran sefiales de

anticipacién previa al horario de la llegada del alcohol.

2. Las ratas en un protocolo de acceso restringido al alcohol mostraran conductas

similares al TCA.
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3. El establecimiento de anticipacion circadiana se asociara al de conductas tipo
adictivas.

Hipo6tesis especificas

1.1. Las ratas en un protocolo de acceso restringido al alcohol tendrén un incremento
significativo en su actividad general previo a la llegada del alcohol.

1.2. Las ratas en un protocolo de acceso restringido al alcohol tendrén un incremento
significativo en su temperatura corporal previo a la llegada del alcohol.

1.3. El incremento de actividad general y temperatura corporal previo a la llegada de
alcohol sera visible en mas puntos temporales en el protocolo con acceso de dia que

en el de acceso de noche.

2.1. Las ratas en un protocolo de acceso restringido al alcohol mostraran una

preferencia de consumo por el alcohol.

2.2. El consumo neto de alcohol sera mas alto en las ratas que consumen de noche

gue en las que consumen de dia.

2.3. Las ratas en un protocolo de acceso restringido al alcohol mostraran un

escalamiento en su consumo a través de las semanas.

2.4. Las ratas en un protocolo de acceso restringido al alcohol mostraran un
incremento en su consumo en la prueba de atracon, después de un periodo de

abstinencia.
2.5. Las ratas en un protocolo de acceso restringido al alcohol mostraran mas

conductas de esfuerzo por consumir alcohol a pesar de las consecuencias negativas

gue los grupos control.
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2.6. Las ratas en un protocolo de acceso restringido al alcohol mostrardn mas
conductas de esfuerzo por consumir alcohol a pesar de la falta de recompensa que

los grupos control.

3.1. Los niveles de anticipacion circadiana correlacionaran de manera positiva con los

de conductas tipo adictivas.
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MATERIAL Y METODOS

Sujetos y condiciones generales

Se utilizaron 61 ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial entre 200 y 220 gr,
provenientes del bioterio general de la Facultad de Medicina de la UNAM. Todos los
sujetos fueron alojados individualmente en cajas de acrilico transparentes (40 x 50 x 20
cm) con acceso ad libitum a agua y comida chow estandar (Rodent Laboratory Chow
3.06 Kcal/g). Las cajas habitacion se mantuvieron en racks sonoamortiguados con
capacidad para 8 ratas con temperatura controlada (21 + 1 C°), ciclo de luz/oscuridad
(LD 12:12), prendido de la luz a las 8:00 am (ZTO) y flujo constante de aire. Los racks se
ubicaron en un cuarto de registro aislado en el bioterio del Departamento de Anatomia,
Facultad de Medicina UNAM. La manipulacion de los sujetos se realizé bajo las normas
de uso de animales de experimentacion publicadas en laley de proteccion a los animales
de la CDMX (Gaceta Oficial del Distrito Federal 26/02/02) y fueron revisadas por la
comision de ética de la Facultad de Medicina de la UNAM (063/2016).

Disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental mixto (2x2) para las variables: sustancia consumida
(alcohol/agua) y fase del dia (hoche/dia), donde los sujetos fueron asignados

aleatoriamente a uno de 4 grupos (Ver figura 2):

-Control Dia (CD) (N=8).- 3h después de iniciada su fase de descanso (dia) los sujetos

tuvieron acceso durante 3 horas (ZT3 — ZT6) a una botella adicional con agua simple.

-Control Noche (CN) (N=8).- 3h después de iniciada su fase de actividad (noche) los
sujetos tuvieron acceso durante 3 horas (ZT15-ZT18) a una botella adicional con agua

simple.
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-Alcohol Dia (AD) (N=22).- 3h después de iniciada su fase de descanso (dia) los
sujetos tuvieron acceso por 3 horas (ZT3 — ZT6) a una botella con una solucién de
alcohol al 10% (ALC10%).

-Alcohol Noche (AN) (N=23).- 3h después de iniciada su fase de actividad (noche) los
sujetos tuvieron acceso por 3 horas (ZT15-ZT18) a una botella con una solucion de
ALC10%.

Los sujetos de los grupos CD y AD fueron sometidos a un ciclo de luz/oscuridad donde
las luces se encendian a las 8:00 (ZT0) y apagaban a las 20:00 (ZT12). Los sujetos de
los grupos CN y AN fueron sometidos a un ciclo invertido, donde las luces se encendian
a las 20:00 (ZTO) y se apagaban a las 8:00 (ZT12). Esto con el fin de que el horario
geografico en que los experimentadores debian iniciar el acceso restringido (11:00) fuera

el mismo para todos los grupos.

AD: Acceso al alcohol: CD: Acceso a la botella adicional de agua:

DeZT3aZT6 DeZT3alZT6
—1

—T

AN: Acceso al alcohol: CN: Acceso a la botella adicional de agua:
DeZT15aZT 18 DeZT15aZT 18

| I ]

Figura 2: Esquema de los grupos del disefio experimental. (ZT= “Zeitgeber Time” [horas a partir

del encendido de las luces])

El protocolo se corrié en tres series de 7 u 8 sujetos para los grupos Alcohol, y en la
tercera serie se agreg6 a los grupos Control. Cada serie se acomodo a diferentes etapas
y no todos los sujetos pasaron por todas las pruebas, por lo que la “N” varié segun la
prueba realizada. Cada seccién de la metodologia, destinada a una medicion especifica,

aclara la “N” de esa medicion.

En la Figura 3 se muestra un esquema de las distintas etapas del disefio experimental,

gue se describen a continuacion.
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Previo a la linea base, todos los animales fueron mantenidos en sus jaulas por 2
semanas, durante las cuales se sincronizaron a sus respectivos ciclos de luz/oscuridad.
Durante la segunda semana, fueron sometidos a una operacion para implantar un sensor
de temperatura en la cavidad intraperitoneal, seguido de 5 dias de recuperacion.
Finalmente, se dejaron pasar de 2 a 7 dias considerables como linea base antes del

inicio de la fase experimental.

La fase experimental const6 de 3 etapas (ver figura 3):

1.- Etapa de induccion (8 dias): tuvo el objetivo de introducir a los sujetos al alcohol, y
aumentar progresivamente su concentracion (Grupos Alcohol) o introducirlos a la botella

adicional de agua (Grupos Control).

El dia 1, con el fin de que todos los sujetos AD y AN probaran la bebida de alcohol y asi
evitar un efecto de neofobia, se les retird la botella con agua y se les dio acceso durante
24 horas unicamente a una botella con una solucién de alcohol al 3%. A los grupos CD

y CN, se les coloco una botella distinta con agua regular.

A partir del dia 2 se dio acceso a la botella de alcohol durante las 24 horas y se permitio
acceso a su bebedero con agua regular ad libitum. Durante esa semana se fue
aumentando progresivamente la concentracion de la dilucién de alcohol hasta llegar al
10% que se utilizaria en las etapas siguientes. La progresion se dio de la siguiente
manera: dia 2 acceso libre al alcohol al 3%, dias 3 y 4 acceso libre al alcohol al 6%, y
dias 5, 6 y 7 con acceso libre al ALC10%.

A los grupos control se les dio acceso libre tanto a la botella adicional de agua como a la
botella de agua permanente en la caja habitacion durante los 7 dias, cambiando la botella
extra de agua cada vez que se cambid la concentracion de alcohol en los grupos

experimentales.
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2.- Etapa de restricciéon (21 dias): tuvo el propésito de inducir a los sujetos a un
paradigma que proporciona el acceso restringido al alcohol y posibilita su consumo en
periodos circadianos

Durante 21 dias, se dio acceso restringido por 3 horas al dia al ALC10% (AD y CD) o la
botella adicional de agua (AN y CN), iniciando el acceso 3 horas después del inicio de la
luz o de la oscuridad. Asi, los grupos AD y CD tuvieron acceso a la sustancia de ZT3 a
ZT6 y los grupos AN y CN tuvieron acceso de ZT15 a ZT18. Para prevenir posibles
artefactos en los registros de actividad por el movimiento de los experimentadores, el
acceso al cuarto de monitoreo se prohibié por una hora antes del horario de acceso.

Dejando pasar el mayor tiempo posible para inducir la menor cantidad de artefactos al
manipular las cajas de los animales, pero siguiendo el protocolo de higiene del
laboratorio, una vez por semana. se cambio el aserrin de las cajas y se coloco alimento
fresco. Esto se llevo a cabo los viernes, después de las 3 horas de acceso del restringido

al alcohol o agua adicional.

Diario se monitored el consumo de alcohol y de agua para las 3 horas de acceso
restringido. En el dia 5 de la tercera semana, se midié el consumo de agua o alcohol
después de 1 hora de acceso. Este valor se utilizé como referencia para comparar el

consumo diario por una hora con la prueba de atracon (binge).

3.- Etapa de abstinencia (7 dias): tuvo el objetivo de medir la respuesta de actividad y
temperatura en abstinencia a la sustancia. Después de las 3 semanas de acceso
restringido, se suspendio el acceso al alcohol o agua adicional durante 4 dias. Al dia 5
se realizo la prueba de atracon (binge) al alcohol, a la misma hora en que habian tenido
acceso al alcohol o agua adicional en la etapa de restriccion. En esta etapa como criterios
de conducta tipo adictiva, también se evalué la persistencia de la conducta de

anticipacion, y de esfuerzo por conseguir la sustancia.

Para 8 ratas de cada grupo, se corrio la prueba de la caja luz-oscuridad en el dia 6 para

determinar el esfuerzo por conseguir la sustancia a pesar de las consecuencias, y una
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prueba de esfuerzo de consumo denominada prueba de la gota en el dia 7, para
determinar la dificultad para detener el consumo a y el esfuerzo por conseguir la

sustancia a pesar de la falta de recompensa.

Al finalizar las etapas experimentales, se llevo a cabo la eutanasia de los sujetos via
inyeccion intraperitoneal de una sobredosis de pentobarbital sédico (1.5mL).

GRUPO ALCOHOL

ALCOHOL DIA: AD CONTROL DIA: CD

ALCOHOL NOCHE: AN CONTROL NOCHE: CN

LB -{: 5 dias - Comida y agua ad libitum 5 dias - Comida y agua ad libitum
24 horas 3% alcohol sin botella de agua
. r 48 horas: 3% alcohol ad libitum + agua
Induccién 48 horas : 6% alcohol ad libitum + agua Colocacion de botella extra con agua diario durante 7 dias
72 horas : 10% alcohol ad libitum + agua
Acceso restringido al alcohol (10%) - 21 dias Acceso restringido a botella adicional de agua - 21 dfas
GRUPO AD: ZT3-ZT6 GRUPO CD: ZT3-ZT 6
N
GRUPO AN: ZT15 - ZT18 GRUPO CN: ZT15 - ZT18
C = = —
EVALUACION DE: EVALUACION DE:
1. Actividad general 1. Actividad general
2. Temperatura corporal 2. Temperatura corporal
3. Consumo diario de alcohol y agua 3. Consumo diario de agua
Consumo de 1 hora de alcohol (semana 3) Consumo de 1 hora de agua adicional (semana 3)
Consumo de 24 horas de alimento (semana 3) Consumo de 24 horas de alimento (semana 3)
4 dias sin alcohol 4 dias sin botella adicional de agua
Dia 5: prueba de atracon Dia 5: prueba de atracon
Dias 6 y 7: pruebas de esfuerzo Dias 6y 7: pruebas de esfuerzo
Abstinencia

EVALUACION DE: EVALUACION DE:
1. Actividad general 1. Actividad general
2. Temperatura corporal 2. Temperatura corporal

Figura 3. Esquema del disefio experimental. (ZT= “Zeitgeber Time” [horas a partir del encendido

de las luces])

Medicién de consumo de agua/ALC10%

Diariamente, la botella de agua presente en la caja habitacion se peso al inicio y al final

del acceso al alcohol o agua adicional (3 horas de consumo). El peso, restando el peso
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de la botella vacia, se transformé a mL para conocer la cantidad de agua consumida del
bebedero principal (1 g de H20 = 1 mL de H20). Ademas, se monitored el consumo de
alcohol o0 agua de las botellas que se colocaron para el protocolo de restriccion. De estas
botellas se anot6 diariamente el volumen al inicio y después de finalizar el horario de
acceso. Las botellas experimentales de alcohol y agua se rellenaron cada vez que se
encontraran al 50% de su capacidad. La botella de agua principal y permanente en las

jaulas se rellend cada viernes al momento de cambiar el aserrin de las cajas.

Todas las ratas fueron sujetas a esta medicion, la n para los analisis de medicion de
consumo fue la siguiente: CD=8, CN=7, AD=22, AN=23. El Gnico sujeto que no participo
en estos analisis, perteneciente al grupo CN, fue descartado porque se descubrié que
mordia su botella de agua adicional, dejando caer la sustancia y comprometiendo la

precision de la medicion de su consumo.

Se calculé el consumo diario promedio de alcohol o agua adicional de la Ultima semana
de la etapa de restriccion y se realizé una comparacion del consumo neto (mL) de la

substancia entre los grupos.

El promedio de consumo de agua del bebedero permanente de cada sujeto de la ultima
semana de la etapa de restriccion se compard con el consumo de alcohol y agua
adicional para las 3 horas de acceso. Estos valores se utilizaron para calcular el indice
de preferencia de consumo de acuerdo a la siguiente férmula: indice de preferencia=
consumo de alcohol (o agua adicional) / (consumo de alcohol + consumo de agua del
bebedero principal). Un indice mayor a 0.5 se tomé como indicador de la existencia de

preferencia.

Se realiz6 también un analisis de escalamiento como medida de conducta tipo adictiva,
gue se obtuvo comparando el consumo promedio de alcohol o agua adicional de todos
los sujetos en cada una de las tres semanas de la etapa de restriccion. Para esta medida

se utilizé el consumo neto y la preferencia de consumo, buscando evaluar la posible
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presencia del incremento progresivo del consumo de alcohol que caracteriza a la

tolerancia.

Para cada sujeto se hizo una correlacion entre el escalamiento y la anticipacion. Para
esto, se utilizoé un indice de escalamiento, que para cada sujeto se obtuvo de la diferencia
del consumo de la primera semana y la Ultima semana (indice de escalamiento =

consumo en la tercera semana - consumo en la primera semana).

Registro de actividad general

Los sujetos se alojaron en cajas de acrilico transparentes colocadas en racks
sonoamortiguados con cupo para 8 jaulas. Abajo de cada jaula se coloco una placa de
metal con sensores de presion, que registran los cambios de presion que ejerce cada
rata al realizar actividad general. Los movimientos de los sujetos fueron transformados a
pulsos analogicos que fueron almacenados automaticamente en unidades de 1 minuto
A lo largo de las 24 horas en un sistema computarizado basado en Matlab llamado

SPAD9 (Omnialva México SA de CV) para su posterior analisis.

Después de descartar los datos de los sensores defectuosos, la N utilizada para el
registro de actividad en las etapas de linea base vy restriccion fue la siguiente: CD= 7,
CN=7, AD=17, AN=18.

Para controlar la diferencia en la sensibilidad de deteccion de presion de los sensores,
los datos individuales fueron normalizados como un porcentaje de la actividad diaria
(100%). Para cada grupo se obtuvieron promedios y errores estandar de cada 15 min a
lo largo de todos los dias del protocolo y se elaboraron mapas de calor representativos

de la actividad general de cada grupo.

Con la media de actividad por cada media hora, se generaron perfiles promedio de
actividad para cada grupo para la linea base, y para la dltima semana de la etapa de

acceso restringido al alcohol o a la botella adicional de agua.
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De manera similar, se utilizaron perfiles de actividad para representar la actividad de
anticipacion en la fase de restriccion, en donde solo se tomaron en cuenta las medias
cada 15 min de una hora previa a la llegada de la sustancia (ZT2 a ZT3 para los grupos
AD vy CD;y ZT14 a ZT15 para los grupos AN y CN), y esta actividad se comparé con las
horas correspondientes de la linea base. Adicionalmente, se realizaron deltas de cambio
de la actividad de la linea base a la fase de restriccibn en el punto temporal
correspondiente a 15 previos al horario de acceso (ZT2.75 en CD y AD, 0 ZT14.75 en

CN vy AN), y se realizé una comparacién entre grupos.

Para la actividad en abstinencia, se tomaron los datos del primer dia de la fase, se
generaron perfiles de actividad del mismo tipo a los antes descritos, y se compararon
con los de la linea base. Posteriormente, con el fin de cuantificar las diferencias de
actividad alrededor del horario de acceso, se sumaron las cuentas de actividad desde
una hora antes hasta una hora después del mismo (ZT2 a ZT4 en CD y AD, 0 ZT14 a
ZT16 en CN y AN) y se compararon entre la linea base y el primer dia de la fase de
abstinencia. Ya que no todos los sujetos se registraron durante la etapa de abstinencia,
unicamente para los datos de actividad en abstinencia, se utilizé una n como la siguiente:
CD=7, CN=7, AD=4, AN=4.

Para hacer correlaciones de la anticipacion con las variables de adiccion, en la tercera
semana de la etapa de restriccion se calculd para cada sujeto la intensidad de
anticipacion de los 15 y 30 min previos al acceso a alcohol o agua y se calcul6 la
diferencia con el promedio de actividad en esa misma fase (el dia para AD y la noche
para AN); a este valor se le denomind “coeficiente de anticipacion”. Asi la formula para

calcular este coeficiente fue:

-Para el coeficiente 15 minutos: Para AD, (Act en ZT2.75) — [Promedio de Act de ZTO a
ZT11.75 (dia)]. Para AN, (Act en ZT14.75) — [Promedio de Act de ZT12 a ZT23.75
(noche)]. “Act” representa el nimero de cuentas de actividad promedio en la fase de

restriccidn, registradas en un punto temporal particular (ZT), de cada sujeto.
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-Para el coeficiente 30 minutos: Para AD, (Act en ZT2.5 + Act en ZT2.75) — [Promedio
de Actde ZTO a ZT11.75 (dia)]. Para AN, (Act en ZT14.5 + Act en ZT14.75) — [Promedio
de Act de ZT12 a ZT23.75 (noche)]. “Act” representa el nimero de cuentas de actividad
promedio en la tercera semana de la fase de restriccion, registradas en un punto temporal

particular (ZT), de cada sujeto.

Considerando que las correlaciones solo realizaron con los sujetos de la Ultima serie que
participaron en todas las pruebas de conducta tipo adictiva, y descartando aquellas con
un sensor de actividad defectuoso, solamente se considerd para esta medida una N de
4, tanto para el grupo AD como el AN.

Registro de temperatura corporal

Cinco a siete dias antes del inicio de la linea base, los sujetos fueron sometidos a una
operacion para implantar un sensor de temperatura iButton (iButton Sensor-Temperature
Logger; Maxim Integrated Products, Dallas, Semiconductor, USA) en la cavidad
intraperitoneal; estos sensores fueron programados para recolectar los datos de la

temperatura corporal cada 30 minutos.

Para la implantacion del sensor, los animales fueron anestesiados con una inyeccion
intramuscular de Xilazina (Procin 0.01ml/100g) y Ketamina (Inoketam 0.02mL/100g). Se
realizo una incision en la cavidad abdominal de aproximadamente 2 cm para la insercion
del sensor previamente esterilizado (en alcohol seguido de gentamicina). Los musculos
anteriores abdominales fueron suturados con catgout, hilo absorbente, y la piel fue
suturada con hilo seda (triple 000). Al finalizar la cirugia se limpié el area con un
microbicida (isodine) y se dejé a los sujetos en sus cajas por un periodo de recuperacion

con observacion frecuente durante 5 dias.

Después de descartar los datos de los sensores defectuosos, y considerando que no se
realizo esta medicion en el grupo AN durante la primera serie del protocolo, la N utilizada
para el registro de temperatura en las etapas de linea base y restriccion fue la siguiente:
CD= 8, CN=8, AD= 19, AN=14,
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Todos los termosensores, se calibraron para dar una medicion inicial para la linea base
de 37.7°C £ 2°C. Con el promedio de cada condicidn se generaron mapas de calor de
todo el proceso experimental. También se elaboraron perfiles de temperatura para la
linea base, utilizada para representar el patron normal de actividad general de los

animales, y para la Ultima semana de la etapa de restriccion.

De manera similar, se realizdé un analisis mas fino de la temperatura anticipatoria, en
donde sélo se tomaron en cuenta las dos horas previas a la llegada de la sustancia.
Debido a que los valores de temperatura corporal son distintos de dia y de noche y que
se observaron diferencias en la regulacion de temperatura entre los animales que
tomaban alcohol vs los control, para determinar la intensidad de la anticipacion en la fase
de restriccion, (dos horas previas a la llegada de la sustancia), se tom6 como cero el
valor de temperatura 2 horas antes del acceso programado y se calcul6 el delta de

cambio hasta el momento de acceso a la sustancia correspondiente.

Se realizaron también perfiles de temperatura para el primer dia de abstinencia, y se
compararon con la linea base. Ya que no todos los sujetos pasaron a la tercera etapa,
Unicamente para el andlisis de la temperatura en abstinencia, se utiliz6 una n como la
siguiente: CD=8, CN=8, AD=6, AN=6.

Medicién de consumo de alimento

En el cuarto dia de la tercera semana de la fase de restriccion, se midié el consumo de
alimento de un grupo de ratas. Ya que esta medicion se realizé Unicamente en la tercera

serie del protocolo, la n utilizada para esta fue la siguiente: CD=8, CN=8, AD=8, AN=7.

A las 8 am en hora geografica (equivalente a ZTO para CDy AD,y a ZT12 para CNy AN)
se dejaron 40 gramos de Chow en las cajas de cada sujeto. Un investigador entré a medir
el alimento restante cada 3hrs hasta las 8 pm (equivalente a ZT12 para CD y AD, y a
ZTO para CN y AN). El alimento se dejé ahi por 12hrs y se volvié a medir a las 8am del

dia siguiente. Dado que los animales se encontraban en ciclos invertidos, es decir que
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las 8 am geogréficas se encendian las luces e iniciaba el dia para CD y AD pero se
apagaban e iniciaba la noche para CN y AN, esto resulté en que los grupos CD y AD
tuvieron 4 mediciones para conocer el consumo de ZTO a ZT12 (dia), y una medicion
mas para el consumo de ZT12 a ZT0 (noche), mientras que los grupos CN y AN tuvieron
1 medicion en su dia'y 4 en su noche. Por esta razon, con el fin de descartar el efecto de
la manipulacién, sélo se realizaron comparaciones entre grupos con el mismo patron de
medicion (CD vs AD y CN vs AN).

Prueba de atracon (binge) posterior a la abstinencia

Después de la etapa de restriccion siguio un periodo de 4 dias sin acceso al alcohol o la
botella adicional de agua. Al dia 5, se dio libre acceso a 30 mL de alcohol o agua adicional
en las mismas botellas, lugar y horario en que recibian la sustancia en la etapa anterior.
Para esta prueba, el acceso duro solamente 1 hora, se mantuvo el acceso al agua regular
y se registro la cantidad de liquidos ingeridos. La N utilizada para la prueba de atracon
fue la siguiente: CD=8, CN=8, AD=18, AN=17.

El consumo en esta prueba serd comparado con el consumo de cada sujeto durante la
primera hora de acceso, que se midi6é previamente, en el dia 5 de la tercera semana de
la etapa de restriccion. Con la comparacion de estos valores se calculd el indice de
cambio (indice de cambio = consumo en la prueba de atracdén / consumo en la primera

hora en la etapa de restriccion).

Prueba de la caja luz-oscuridad

Dado que la prueba de atracon requeria un periodo de abstinencia posterior a la fase
regular de consumo, las pruebas de esfuerzo por obtener la sustancia se realizaron en
los dos dias siguientes a esta. El primer dia de estos se sometié a un grupo de ratas a la
prueba de la caja-luz oscuridad. Ya que esta prueba se realizé Unicamente en la tercera

serie del protocolo, la n utilizada para esta fue la siguiente: CD=7, CN=8, AD=7, AN=7.
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Para esta prueba se utilizé una caja de plastico (60cm x 40cm x 35cm) con una pared
que divide la caja en dos compartimientos iguales. EI compartimiento de oscuridad esta
cerrado y es negro, el compartimiento de luz es blanco, no esta techado y esta colocado
bajo una ldmpara de luz blanca. En el compartimiento de luz se encuentra una botella
con gotero de 50 mL, llena con ALC10% (grupos experimentales) o agua (grupos
control). La pared divisoria cuenta con una compuerta que permite pasar de una mitad a

la otra.

El dia de la prueba, los sujetos fueron llevados uno por uno al cuarto de observacion,
durante el horario en que normalmente tendrian acceso al alcohol o agua adicional. Cada
sujeto fue colocado en el compartimiento de luz y se dejo ahi durante 30 segundos con
la puerta cerrada, para permitir que la rata explorara y viera la botella. Se abrio la
compuerta, permitiendo la entrada a ambas partes de la caja y el sujeto permanecié sin
manipulaciones por 5 minutos, después de los cuales se dio por terminada la prueba y
se regreso al sujeto a su caja regular. Se utilizd6 una camara de video en un tripode para

grabar al sujeto durante la prueba para su posterior analisis.

Se cuantifico el tiempo pasado en el compartimiento de luz, que se tomdO en cuenta
cuando la cabeza del sujeto pasaba la linea entre las dos mitades, y el tiempo de
interaccién con la botella, en donde se considerd el olfateo directo (con la nariz en
direccion a la botella y a menos de 3 cm) y el contacto fisico (incluyendo el contacto con
la lengua). El tiempo en el compartimento de luz fue transformado a un indice de
preferencia por el compartimento en luz utilizando la siguiente férmula: indice de

preferencia= tiempo en luz / tiempo total de la prueba.

Para evitar sesgos, se utilizé el promedio de los valores obtenidos por dos investigadores
gue cuantificaron los tiempos de manera independiente. Ademas, se utilizé una
estrategia de doble ciego, es decir, los investigadores no conocian la condicién a la que
pertenecian los sujetos al momento de cuantificar los datos. Se obtuvo el promedio y

error estandar de ambas mediciones para compararlas entre los grupos.
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Prueba de la gota

Al dia siguiente de la prueba de la caja luz-oscuridad, al mismo grupo de ratas en el
mismo horario, se les realizé otra prueba de esfuerzo por obtener la sustancia. Ya que
esta prueba se realizd Unicamente en la tercera serie del protocolo, la N utilizada para
esta fue la siguiente: CD=8, CN=8, AD=8, AN=7.

La prueba consistié en colocar en la caja habitacion de cada sujeto la botella en la que
normalmente tenian acceso al alcohol o agua adicional, pero con Unicamente una gota
(1mL) de la sustancia. Se grabé el comportamiento de cada sujeto por 5 minutos para su
posterior analisis y después se retird la botella. Se evalu6 cuanto tiempo persistia la rata
lamiendo el bebedero tratando de obtener el liquido esperado (alcohol o agua). Se
analiz6 el tiempo de contacto fisico con el bebedero con el hocico o patas, incluyendo
lamer el gotero de la botella; e interaccion total, que incluye la interaccion activa y el

olfateo: con la nariz en direccion a la botella y a menos de 3 cm.

Se evalud por dos observadores y a ciegas para evitar sesgos. Se comparo el promedio

y error estandar de ambas medidas para compararlas entre los grupos.

Analisis estadistico

Para los andlisis de actividad y temperatura se utilizaron pruebas ANOVA de dos vias
para medidas repetidas, realizando una prueba para cada grupo en que los factores a
comparar fueron condicién (LB vs tercera semana de restriccion) y tiempo (cada 30 min
de ZT 0 a ZT 24).

Para el andlisis de los perfiles de actividad y temperatura en anticipacion se sigui6 el
mismo procedimiento, con la Unica diferencia de que el factor tiempo consistio en valores
cada 15 minde ZT 1 aZT 3o0de ZT 13 a ZT 15. Con los valores correspondientes a 15
minutos antes del horario de acceso, se realizaron deltas de cambio entre la linea base
y la fase de restriccién, y se compararon entre grupos mediante un ANOVA de dos vias

para grupos independientes.
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Los analisis de comparacion de temperatura y actividad diurna y nocturna se realizaron
a través de pruebas T de Student para muestras relacionadas, comparando en la linea
base contra la fase de restriccion el porcentaje de actividad o la temperatura promedio

en el diay en la noche.

Debido a la disparidad en la N y la alta variabilidad en los datos por ser el registro de un
solo dia, no se realiz6 ninguna prueba estadistica para comparar los perfiles de actividad
y temperatura de la fase de abstinencia con los de la linea base. Sin embargo, si se
analizaron estas fases en la comparacién de las sumas de actividad alrededor del horario
de acceso, a través de pruebas T de Student para muestras relacionadas, excepto en el
caso del grupo CN, donde se utilizé una prueba no paramétrica de Wilcoxon en su lugar,
ya que sus datos no cumplian con el prerrequisito de normalidad, segun la prueba de
Shapiro-Wilk.

Los andlisis de consumo de la sustancia, preferencia de consumo, prueba de atracon y
pruebas de esfuerzo por obtener la sustancia se compararon entre grupos mediante
pruebas ANOVA de dos vias para grupos independientes, donde se compararon los

cuatro grupos mediante los factores sustancia (alcohol vs ctrl agua) y luz (dia vs noche).

Los analisis de consumo de alimento de realizaron a través de un ANOVA mixto tomando
en cuenta el horario de la medicion o el dia vs la noche (factor de medidas repetidas),

para comparar entre grupos (factor de medidas independientes).

Ademas, para la preferencia de consumo y para el consumo relativo en la prueba de
atracon, se realizaron pruebas T de Student para muestras relacionadas comparando el
consumo de alcohol o agua adicional contra el consumo de agua regular (preferencia de
consumo) o el consumo de la sustancia en binge contra el consumo en la primera hora

en un dia de acceso restringido (consumo relativo en atracon).

Para el andlisis de escalamiento se utilizaron pruebas ANOVA de una via para medidas

repetidas comparando en cada grupo el consumo por semana (sem 1 vs sem 2 vs sem
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3). Ademas, se realiz6 un analisis de regresion lineal simple para conocer el valor de la

pendiente en cada grupo, indicando la velocidad en la que aumenté el consumo.

Finalmente, para relacionar los datos de anticipacion y conducta tipo adictiva, se utilizé
para cada grupo experimental una prueba de correlacidn con el fin de buscar una relacion
entre el coeficiente de anticipacion en actividad y las 6 medidas principales utilizadas
para los criterios de conducta tipo adictiva. Para este propésito se utilizé el coeficiente r
de correlacién de Pearson.

Para todas las pruebas ANOVA, las comparaciones multiples (post hoc) se realizaron
mediante la prueba de Sidak. Se consider6 significativos los datos con un alfa menor a
0.05 en todos los analisis. Todos los resultados estadisticos, a excepcion de las P, fueron

redondeados a tres digitos decimales.
Todas las pruebas estadisticas utilizadas han sido descritas por Daniel (1991) y Pérez-

Tejada (2008), a excepcion de la prueba de comparaciones multiples de Sidak (Midway
et al., 2020) y la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (Pedrosa et al., 2015).
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RESULTADOS

Consumo de alimento

El promedio de consumo de alimento durante 24 horas en la tercera semana de la fase
de restriccion, se compard entre los grupos de control y los experimentales (CD vs AD y
CN vs AN).

El grupo CD tuvo un consumo promedio de 5g de Chow (N=8, SEM=0.78) durante el dia
y de 17.5g (N=8, SEM=1.19) durante la noche, y el grupo AD consumié en promedio 5.5g
(N=8, SEM=0.37) durante el dia y 18.38g (N=8, SEM=0.82) durante la noche. El ANOVA
de dos vias mixto encontro diferencias entre el dia y la noche [F (1, 14) = 256, P<.001],
pero no entre grupos [F (1, 14) = 0.59, P>.05] ni encontré una interaccion entre ellos [F
(1, 14) = 0.06, P>.05]. (Fig 4A)

El analisis del consumo acumulado también mostré patrones muy similares entre los
grupos. El ANOVA de dos vias mixto encontrd una diferencia soélo en el tiempo [F (5, 70)
= 516.7, P<0.001] y no entre grupos [F (1, 14) = 0.14, P>.05], ni una interaccion [F (5,
70) = 0.73, P>.05]. (Fig 4C)

Los resultados fueron muy similares para los grupos CN y AN. El grupo CN consumio6 en
promedio 3.75g de Chow (N=8, SEM=0.62) durante el dia y 20.63g (N=8, SEM=0.88)
durante la noche, mientras que el grupo AN registré6 un consumo de 4.14g (N=7,
SEM=0.63) durante el dia y de 20.43g (N=7, SEM=1.41) durante la noche. EIl ANOVA
encontré diferencias entre el dia y la noche [F (1, 13) = 451.1, P<.001], pero no entre
grupos [F (1, 13) = 0.01, P>.05] ni una interaccion entre ellos [F (1, 13) = 0.14, P>.05].
(Fig 4B)

En el andlisis del consumo acumulado, el ANOVA encontré una diferencia en el tiempo

[F (5, 65) = 415, P<.001] pero no entre grupos [F (1, 13) = 0.04, P>.05], ni una interaccion
[F (5, 65) = 0.19, P>.05]. (Fig 4D)
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Figura 4. Consumo de alimento en 24 hrs. (A y B) Comparacion del consumo diurno y nocturno
entre los grupos control (CD= Control Dia [n=8]; CN= Control Noche [n=8]) y experimentales
(AD= Alcohol Dia [n=8]; AN= Alcohol Noche [n=7]). (C y D) Consumo acumulado a través de las
24 hrs del dia. En ningdn caso se encontraron diferencias significativas entre los grupos. Los
circulos (0) representan los valores individuales de los sujetos. (Zeitgeber Time: horas a partir

del encendido de las luces).

Actividad general
Patrén diario de actividad general

En la linea base y fase experimental los grupos CD (Fig 5 Ay B)y CN (Fig5 Cy D)
mostraron un patron circadiano de actividad sincronizado al ciclo luz-oscuridad, con poco
movimiento durante el dia (ZT0-12, entre 13 y 20%) y la mayoria de la actividad durante
la noche (ZT12-0, entre 80-87%). Este porcentaje no se modificé entre las 2 etapas

experimentales (ver Fig 7A)
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Durante la induccién y la fase de restriccion se observd un aumento en las cuentas de
actividad coincidiendo con la llegada del experimentador a colocar la botella adicional de
agua, y otro pico de menor intensidad al llegar a retirar las botellas (ver flechas rojas en
Fig 5 B y D). Estos incrementos se pueden visualizar como puntos naranjas a rojos en
los mapas de actividad (Fig 5 Ay C) y como picos de actividad diaria en los perfiles de
actividad (Fig 5 By D).

El ANOVA de dos vias revel6 en el grupo CD que no hay diferencias en la condicién
entre la linea base y la fase de restriccion [F (1, 6) = 0.02, P>.05], pero si en el cambio
de actividad a lo largo del tiempo (dia-noche) [F (47, 282) = 29.23, P<.001] y una
interaccion entre ambos [F (47, 282) = 2.754, P<.001]. Las comparaciones post hoc
mostraron diferencias significativas en ZT 3, que coincide con el horario en que se

colocaba la botella de agua adicional (Fig 5B).

En el grupo CN se encontraron diferencias entre la linea base y la fase de restriccion [F
(1, 6) =9.247, P<.05], en el cambio de actividad a traves del tiempo [F (47, 282) = 37.23,
P<.001] y una interaccion entre ellos [F (47, 282) = 4.057, P<.001]. Las comparaciones
post hoc mostraron diferencias significativas en ZT 15y ZT 18, asociados al horario en
gue se colocaba y retiraba la botella de agua adicional, y en ZT 19.5, una hora y media

posterior al retirado de las mismas (Fig 5D).
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Figura 5. Actividad general de los grupos Control. (A y C) Mapas de calor de actividad promedio
de los grupos CD (Control Dia [n=7]) y CN (Control Noche [n=7]). Los rectangulos representan el
horario de acceso a la botella de agua adicional. (B y D) Promedio de actividad en linea base
(azul) y en la dltima semana de la fase de restriccidén (verde) de los grupos CD y CN. Las flechas
representan el inicio y final del horario de acceso al agua adicional. Los asteriscos (*) representan
diferencias significativas (P<.05) entre la linea base y la fase experimental. Zeitgeber Time: horas

a partir del encendido de las luces.

Los grupos AD (Fig 6 Ay B) y AN (Fig 6 C y D) también mostraron un patrén circadiano
normal de actividad durante la linea base y las fases experimentales. En la linea base el
grupo AD y AN mostraron baja actividad de dia (entre 18.35% y 23%) y alta por la noche
(82% a 75%). En la fase de exposicion al alcohol, el grupo AD tuvo cambios no
significativos en estos porcentajes, cambiando a 25.47% durante el dia y a 74.53%

durante la noche. Por su parte, en el grupo AN se fortalecié la actividad nocturna a
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82.32% y la diurna disminuy6 a 17.68%; esta diferencia fue significativa [t(17)=2.979,
P<.01] (Ver Fig 7B).

Igual a como se observo con los controles, a partir de la induccion se presentaron, picos
en las cuentas de actividad por la colocacién y retiro de la botella de alcohol. Sin embargo
y a diferencia de los grupos Control, durante la etapa de restriccion, el aumento de
actividad inicié hasta 30 minutos antes del inicio y final del horario de acceso. Esto se
puede observar en los mapas de calor como los puntos naranjas a rojos, que aparecen
antes del rectangulo que indica el horario de acceso al alcohol (Fig6 Ay C) y en los picos
de actividad diaria, que inician un punto temporal antes de las flechas que indican el
horario de acceso al alcohol, en los perfiles de actividad (Fig 6 B y D).

El ANOVA de dos vias revel6 en el grupo AD que no hay diferencias entre la linea base
y la fase de restriccion [F (1, 16) = 0.99, P>.05], pero si en el cambio de actividad a través
del tiempo [F (47, 752) = 40.59, P<.001] y una interaccion entre ambos [F (47, 752) =
3.523, P<.001]. Las comparaciones post hoc mostraron diferencias significativas en ZT
2.5, 30 minutos antes del mismo y en ZT 3, correspondiente a la colocacion de la botella
de alcohol (Fig 6B).

En el grupo AN, no se encontraron diferencias entre la linea base y la fase de restriccion
[F (1, 17) = 0.02, P>.05], pero si en el cambio de actividad a través del tiempo [F (47,
799) = 94.46, P<.001] y una interacciéon entre ambos [F (47, 799) = 5.092, P<.001]. Las
comparaciones post hoc mostraron diferencias significativas en ZT 145y ZT 17.5,
correspondientes a 30 minutos previos a estos horarios, y en ZT 15y ZT 18, asociados
a laretirada de las botellas de alcohol, asi como y en ZT 0, coincidente con el encendido

de las luces (Fig 6D).
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Figura 6. Actividad de los grupos expuestos a ALC10%. (A y C) Mapas de calor de actividad
promedio de los grupos AD (Alcohol Dia [n=17]) y AN (Alcohol Noche [n=18]). Los rectangulos
representan el horario de acceso al alcohol en restriccién. (B y D) Promedio de actividad en linea
base y en la Ultima semana de la fase de restriccion de los grupos AD y AN. Las flechas
representan el inicio y final del horario de acceso al alcohol. Los asteriscos (*) representan
diferencias significativas (P<.05). Zeitgeber Time: horas a partir del encendido de las luces.
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(LB) y la fase de restriccion de los grupos control (A) (CD= Control Dia [n=7]; CN= Control Noche
[n=7]) y experimentales (B) (AD= Alcohol Dia [n=17]; AN= Alcohol Noche [n=18]). Los asteriscos
(*) representan diferencias significativas entre la LB y la fase de restriccion (**=P<.01). Los
circulos (o) representan los valores individuales de los sujetos.

Actividad de anticipacién

El andlisis de las dos horas previas al horario de acceso a la botella adicional de agua
(grupos CD y CN) o a la botella de alcohol (grupos AD y AN) evidencié una activacion en
anticipacion de 15 minutos antes del horario de acceso solamente para los grupos AD y
AN.

El ANOVA de dos vias mostro para el grupo CD que no hay diferencias en la condicion
entre la linea base y la fase de restriccion [F (1, 6) = 3.19, P>.05], pero si en el cambio
de actividad a través del tiempo [F (4, 24) = 13.38, P<.001] y una interaccion entre ambos
[F (4, 24) = 17.58, P<.001]. Las comparaciones post hoc no mostraron diferencias, salvo
en ZT 3, que coincide con el horario en que se colocaba la botella de agua adicional (Fig
8A).

De manera similar, en el grupo CN se encontraron diferencias entre la linea base y la
fase de restriccion [F (1, 6) = 11.54, P<.05], en el cambio de actividad a través del tiempo
[F (4, 24) = 1.11, P<.001] y una interaccion entre ellos [F (4, 24) = 10.87, P<.001]. Las
comparaciones post hoc mostraron no diferencias, excepto en ZT 15, correspondiente al

horario en que se colocaba la botella de agua adicional (Fig 8B).

Por otro lado, el grupo AD mostrd diferencias entre la linea base y la fase de restriccion
[F (1, 16) = 16.85, P<.001], en el cambio de actividad a través del tiempo [F (4, 64) =
24.94, P<.001] y una interaccion entre ellos [F (4, 64) = 14.03, P<.001]. Ademas de en el
horario en que se colocaba la botella de alcohol, las comparaciones post hoc también
mostraron diferencias significativas en ZT 2.75, correspondiente a los 15 minutos previos

al horario de acceso (Fig 8C).
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Ilgualmente, en el grupo AN, se encontraron diferencias en condicion entre la linea base
y la fase de restriccion [F (1, 17) = 10.78, P<.01], en el cambio de actividad a través del
tiempo [F (4, 68) = 14.91, P<.001] y una interaccion entre ambos [F (4, 68) = 12.85,
P<.001]. Al igual que en AD, las comparaciones post hoc mostraron diferencias
significativas en el horario de llegada de la botella de alcohol, pero también en ZT 14.75,
correspondiente a los 15 minutos previos al mismo (Fig 8D).

La diferencia entre los grupos CD y CN y los grupos AD y AN es la activacion que ocurre
15 minutos antes del horario de acceso. Esta se evidencio con un delta de cambio entre
linea base y la ultima semana de la fase de restriccion, en el horario correspondiente a
15 minutos previos al horario de acceso (ZT2.75 paraCDy ADy ZT14.75 para CN y AN).
Un ANOVA de dos vias para grupos independientes revel6 una diferencia en la variable
agua adicional vs alcohol [F (1, 45) = 9.837, P<.01], y no en dia vs noche [F (1, 45) =
0.38, P>.05] ni una interaccion entre ellos [F (1, 45) = 0.01, P>.05] (Ver Fig 9).
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Figura 8. Actividad de anticipacion al acceso al alcohol o a la botella adicional de agua. Promedio
de actividad de ZT2-ZT3 (Ay C) 0 ZT14-ZT15 (B y D) en la linea base (LB) y en la tltima semana
de la fase de restriccion de todos los grupos (CD= Control Dia [n=7]; CN= Control Noche [n=7];
AD= Alcohol Dia [n=17]; AN= Alcohol Noche [n=18]). Se muestran los puntos temporales en
periodos de 15 minutos, de una hora previa al horario de acceso a la botella adicional de agua
(A'y B) o alcohol (C y D). Las flechas y el rectangulo rojo representan el artefacto asociado al
momento en que se colocaban las botellas en la tapa de la jaula. Los asteriscos (*) representan
diferencias significativas con la linea base (**=P<.01, ****=P<.0001). Zeitgeber Time: horas a
partir del encendido de las luces.
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Figura 9. Comparacién de la actividad de anticipacion al acceso al alcohol o a la botella
adicional de agua. Delta de cambio de actividad en ZT2.75 (CD y AD) 0 ZT14.75 (CN y AN)
entre la linea base y la Ultima semana de la fase de restriccion. Los asteriscos (*) representan
diferencias significativas entre los grupos Ctrl Agua y los grupos Alcohol (**=P<.01). Los
circulos (0) representan los valores individuales de los sujetos. CD= Control Dia [n=7]; CN=
Control Noche [n=7]; AD= Alcohol Dia [n=17]; AN= Alcohol Noche [n=18].
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Temperatura Corporal

Patron diario de temperatura corporal

Tanto en la linea base como en la fase experimental, los grupos CD (Fig 10 Ay B) y CN
(Fig 10 C y D) mostraron un patron diario de temperatura corporal sincronizado a su ciclo
luz-oscuridad, con temperaturas bajas durante el dia (ZT0-12) y altas durante la noche
(ZT12-0). El grupo CD tuvo en la linea base una temperatura promedio de 37.37°C
(DE=0.084) durante el dia y de 38.10°C (DE=0.086) durante la noche. En la fase de
restriccion, no presentdé cambios significativos, promediando 37.38°C (DE=0.122)
[t(7)=0.37, P>.05] en el dia y 38.14°C (DE=0.072) [t(7)=1.60, P>.05] por la noche. De
manera similar, el grupo CN tuvo temperaturas promedio de 37.3°C (DE=0.216) durante
el dia y de 37.92°C (DE=0.172) por la noche en la linea base, y estas también se
mantuvieron similares en la fase de restriccion, pasando a 37.18°C (DE=0.216)
[t(7)=2.16, P>.05] en el diay a 37.99°C (DE=0.178) [t(7)=1.44, P>.05] en la noche (Ver
Fig 12A).

El ANOVA de dos vias no encontro diferencias en la condicion entre la linea base y la
fase de restriccion para el grupo CD [F (1, 7) =1.21, P>.05], ni para el grupo CN [F (1, 7)
= 0.32, P>.05] pero si en el cambio de temperatura a través del tiempo (dia-noche) [F
(47, 329) = 56.79, P<.001; y F (47, 329) = 29.98, P<.001] (Fig 10 B y D). A partir de la
induccion y hasta el final de la fase de restriccion, se observé un breve aumento en
temperatura, asociado a la llegada del experimentador para colocar la botella adicional
de agua. Estos incrementos se pueden visualizar como cambios de color en los mapas
de calor (Fig 10 Ay C) y como picos de temperatura corporal diaria en los perfiles de

temperatura (Fig 10 By D)
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Figura 10. Temperatura corporal general de los grupos Control. (A y C) Mapas de calor de
temperatura promedio de los grupos CD (Control Dia [n=8]) y CN (Control Noche [n=8]). Los
rectangulos representan el horario de acceso al agua sham en la fase de restriccion. (B y D)
Promedio de temperatura corporal en linea base (azul) y en la Gltima semana de la fase de
restriccion (verde) de los grupos CD y CN. Las flechas representan el inicio y final del horario de
acceso a la botella adicional de agua. Los asteriscos (*) representan diferencias significativas
(P<.05). Zeitgeber Time: horas a partir del encendido de las luces.

Los grupos AD (Fig 11 Ay B) y AN (Fig 11 C y D) mostraron un patron diario de
temperatura corporal sincronizado a su ciclo luz oscuridad durante la linea base, y un
patron similar pero con una disminucion general de temperatura en las fases
experimentales. Durante la linea base el grupo AD tuvo una temperatura promedio de
37.45°C (DE=0.176) durante el dia y de 38.08°C (DE=0.171) por la noche. En la fase de
restricciéon, se presentd una reduccion solamente en el dia, bajando a una temperatura
promedio de 37.34°C (DE=0,127) [t(18)=2.61, P<.05], mientras que en la noche se
mantuvo en 38.08°C (DE=0,153) [t(18)=0.64, P>.05]. Por su parte, el grupo AN mostré
en lalinea base unatemperatura promedio de 37.41°C (DE=0.105) en el diay de 38.07°C
(DE=0.17) en la noche. En la fase de restriccion la temperatura promedio disminuyé
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significativamente a 37.13°C (DE=0.120) durante el dia [t(13)=7.23, P=<.001] y a
37.93°C (DE=0.162) durante la noche [t(13)=3.452, P<.01] (Fig 12B).

Al igual que en los grupos control, se presentaron, a partir de la induccion, incrementos
en la temperatura al inicio, y al final asociado con el acceso a la botella de alcohol, y
hasta 30 minutos después. Esto se puede observar en los cambios de color en los mapas
de calor (Fig 11 Ay C) y como picos de temperatura corporal diaria en los perfiles de

temperatura (Fig 11 By D).

Para el grupo AD, el ANOVA de dos vias revelé que no hay diferencias entre la linea
base y la fase de restriccion [F (1, 18) = 4.33, P>.05], pero si a lo largo del tiempo (dia-
noche) [F (47, 846) = 132.9, P<.001] y una interaccion entre ambos [F (47, 846) = 2.838,
P<.001]. Las comparaciones post hoc mostraron diferencias significativas en multiples
puntos de la fase de descanso: ZTs 1.5, 4.5, 5y 5.5, resultado de una disminucion en la

temperatura corporal general (Fig 11B).

Para el grupo AN, se encontraron diferencias significativas entre la linea base y la fase
de restriccion [F (1, 13) = 35.41, P<.001], en el cambio de temperatura a través del tiempo
[F (47, 611) = 114.0, P<.001], y para la interaccion entre ambos [F (47, 611) = 3.894,
P<.001]. Las comparaciones post hoc mostraron diferencias significativas mdaltiples
puntos a través de todo el ciclo, resultado de una disminucién en la temperatura corporal
general; especificamente se encontraron diferencias de ZT 1.5a ZT 12.5, en ZT 16, y en
los ZTs 19, 19.5y 20 (Fig 11D).
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Figura 11. Temperatura corporal general de los grupos Experimentales. (A y C) Mapas de calor
de temperatura promedio de los grupos AD (Alcohol Dia [n=19]) y AN (Alcohol Noche [n=14]).
Los rectangulos representan el horario de acceso al alcohol en la fase de restriccion. (B y D)
Promedio de temperatura corporal en linea base (azul) y en la Ultima semana de la fase de
restriccion (naranja) de los grupos CD y CN. Las flechas representan el inicio y final del horario

de acceso al alcohol. Los asteriscos (*) representan diferencias significativas (P<.05). Zeitgeber
Time: horas a partir del encendido de las luces.
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Figura 12. Temperatura corporal dia vs noche. Promedio de temperatura corporal diurna y
nocturna durante la linea base (LB) y la fase de restriccion de los grupos control (A) (CD= Control
Dia [n=8]; CN= Control Noche [n=8]) y experimentales (B) (AD= Alcohol Dia [n=19]; AN= Alcohol
Noche [n=14]). Los asteriscos (*) representan diferencias significativas entre la LB y la fase de
restriccion (*=P<.05, **=P<.01, ****=P<0001). Los circulos (0) representan los valores
individuales de los sujetos.

Respuesta de anticipacion en la temperatura corporal

El analisis de la hora previa al horario de acceso a la botella adicional de agua (grupos
CD y CN) o a la botella de alcohol (grupos AD y AN) demostré que no hay incrementos
significativos en la temperatura hasta después del horario de acceso, excepto en el grupo
AN, que mostro un incremento que inicia media hora antes del horario de acceso, y se

vuelve significativo para el momento en que recibe el alcohol (ZT 15).

Para el grupo CD, el ANOVA de dos vias no encontré diferencias en la condicion entre
la linea base y la fase de restriccion [F (1, 7) = 0.23, P>.05], ni en el cambio de
temperatura a través del tiempo [F (2, 14) = 1.57, P>.05], ni encontré una interaccion
entre ellos [F (2, 14) = 0.2, P>.05]. (Fig 13A)

En el grupo CN tampoco se encontraron diferencias entre la linea base y la fase de
restriccion [F (1, 7) = 1.22, P>.05], aunque si en el cambio a través del tiempo [F (2, 14)

= 34.32, P<.001], y no se encontré una interaccion [F (2, 14) = 2.36, P>.05]. (Fig 13B)

De manera similar, para el grupo AD, no se encontraron diferencias en la condicién entre

la linea base y la fase de restriccion [F (1, 18) = 0.1, P>.05], pero si en el cambio de
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temperatura a través del tiempo [F (2, 36) = 12.81, P<.001], y no se encontré una
interaccion entre ambos [F (2, 36) = 0.05, P>.05]. (Fig 13C)

En el grupo AN, se encontraron diferencias tanto en condicion entre la linea base y la
fase de restriccion [F (1, 13) = 12.56, P<.01], como en el cambio de temperatura a través
del tiempo [F (2, 26) = 15.03, P<.001] y una interaccion entre ambos [F (2, 26) = 9.415,
P<.001]. La figura 13D muestra el incremento de temperatura que inicia en ZT 14.5, e
progresa en ZT 15, que corresponde al horario de llegada de la botella de alcohol. Las

comparaciones post hoc mostraron diferencias significativas en ZT 15.

Temperatura previa al agua

A B
cD CN

0.3 l 0.6 l

-=- Restriccion -=- Restriccion
0.2 LB - LB

0.1

Delta de Cambio
de Temperatura (°C)

Delta de Cambio
de Temperatura (°C)

-0.2 T T T -0.2 T T T
2 3 14 15

Zeitgeber Time (ZT) Zeitgeber Time (ZT)
Temperatura previa al alcohol
c AD D . AN

0.3 i o 0.5 .
Restriccion dekdek -=- Restriccion

0. LB - LB

0.1

Delta de Cambio

de Temperatura (°C)
Delta de Cambio

de Temperatura (°C)

0.0 - el e

-0.1 T T T -0.1

Zeitgeber Time (ZT) Zeitgeber Time (ZT)

Figura 13. Temperatura en anticipacion al acceso al alcohol o a la botella adicional de agua.
Promedio de temperatura corporal en linea base y en la dGltima semana de la fase de restriccion
de todos los grupos (CD= Control Dia [n=8]; CN= Control Noche [n=8]; AD= Alcohol Dia [n=19];
AN= Alcohol Noche [n=14]), en puntos temporales de periodos de 30 minutos de ZT2-ZT3 (Ay
C) 0 ZT14-ZT15 (B y D). El 0.0 (y la linea punteada) representa el valor de temperatura en el
primer punto temporal (ZT2 o ZT14), los demas valores son los deltas de cambio calculados a
partir de ese punto. Las flechas rojas representan el inicio de horario de acceso. Los asteriscos
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(*) representan diferencias significativas con respecto a la linea base (****=P<.0001). Zeitgeber
Time: horas a partir del encendido de las luces.

Respuestas de actividad y temperatura en abstinencia

Actividad general

El analisis del primer dia de la fase de abstinencia, en donde las ratas permanecieron sin
manipulaciones de ningun tipo, muestra que todos los grupos permanecen en un patrén

circadiano similar al de la linea base.

En los grupos CD y CN (Fig 14 Ay B), no se observa ningun cambio en el horario en el
gue previamente llegaba el experimentador a colocar la botella adicional de agua. Por el
contrario, en los grupos AD y AN (Fig 14 C y D) se observa un aumento de actividad

alrededor del horario en el que los sujetos solian recibir la botella de ALC10%.
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Figura 14. Actividad en abstinencia. Promedio de actividad en el primer dia de abstinencia de
todos los grupos (CD= Control Dia [n=7]; CN= Control Noche [n=7]; AD= Alcohol Dia [n=4]; AN=
Alcohol Noche [n=4]). Las flechas representan el inicio y final del horario de acceso. Los
rectangulos rojos sefialan los aumentos de actividad alrededor del horario de acceso (C y D).
Zeitgeber Time: horas a partir del encendido de las luces.

Para analizar este aumento, se cuantificd la suma de cuentas de actividad desde una
hora antes hasta una hora después del horario de acceso (ZT2 a ZT4 0 ZT14 a ZT16) y
se comparo entre la linea base y el primer dia de la fase de abstinencia con una prueba
T de Student para muestras relacionadas, excepto para el grupo CN, en donde se uso la
prueba no paramétrica de Wilcoxon porque no se encontr6 normalidad en los datos
(Prueba de Shapiro-Wilk: W= 0.667, P<.01). Los resultados mostraron que no hay
diferencias entre la linea base y la abstinencia para el grupo CD [t(6) = 0.35, P>.05], el
grupo CN [W(7) = -14, P>.05], ni el grupo AD [t(3) = 1.57, P>.05], pero si para el grupo
AN [t(3)= 4.209, P<.05]. (Fig 15)
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Figura 15. Actividad alrededor del horario de acceso en abstinencia. Suma de cuentas de
actividad, normalizadas al porcentaje de su actividad diaria, de una hora antes a una hora
después del horario de acceso a agua o alcohol (CD y AD: ZT2 a ZT4; CN y AN: ZT14 a ZT16),
en la linea base (LB) y en el primer dia de la fase de abstinencia. Los asteriscos (*) representan
diferencias significativas con respecto a la linea base (*=P<.05). Los circulos (0) representan
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los valores individuales de los sujetos. CD= Control Dia [n=7]; CN= Control Noche [n=7]; AD=
Alcohol Dia [n=4]; AN= Alcohol Noche [n=4].

Temperatura Corporal

Durante el primer dia de esta fase, todos los grupos permanecieron en un patron
circadiano similar al de la linea base. En los grupos CD y CN (Fig 16 Ay B), no se
observan grandes diferencias entre la linea base y la abstinencia. En los grupos AD y AN
se observa la persistencia de los cambios vistos en la fase de restriccion (ver Fig 11); es
decir, el grupo AD muestra una disminucion de temperatura alrededor del horario de
acceso, seguido de un aumento de temperatura posterior al mismo (Fig 16C), y el grupo
AN muestra la hipotermia en multiples puntos, y un incremento gradual que inicia antes
del horario de acceso (Fig 16D).
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Figura 16. Temperatura en abstinencia. Promedio de temperatura corporal en el primer dia de
abstinencia de todos los grupos (CD= Control Dia [n=8]; CN= Control Noche [n=8]; AD= Alcohol
Dia [n=6]; AN= Alcohol Noche [n=6]). Las flechas representan el inicio y final del horario de
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acceso. Los rectangulos rojos sefalan los aumentos de temperatura dentro o alrededor del
horario de acceso (C y D). Zeitgeber Time: horas a partir del encendido de las luces.

Consumo de alcohol o agua adicional

Consumo general

Se compar6 el promedio de consumo de agua adicional (CD y CN) o de alcohol (AD y
AN) durante la tercera semana de la fase de restriccion. El grupo CD tuvo un consumo
promedio de 0.656 mL (N=8, DE=0.297) y el grupo CN de 3.107 mL (N=7, DE=3.341). El
consumo promedio del grupo AD fue de 3.664 mL (N=22, DE=1.779) y el del grupo AN
de 9.112 mL (N=23, DE=3.042).

El ANOVA de dos vias para grupos independientes encontré diferencias en la variable
dia vs noche [F (1, 56) = 29.01, P<.001] y en la variable agua adicional vs alcohol [F (1,
56) = 37,76, P<.001], asi como una interaccion entre ambas [F (1, 56) = 4.177, P<.05].
Las pruebas post-hoc se realizaron para comparar entre el consumo de alcohol y agua

adicional, y se encontraron diferencias entre CD y AD y entre CN y AN (Fig 17A).

La preferencia de consumo de alcohol o agua de la botella adicional sobre agua de la
botella ad libitum también se comparé en la semana 3. El ANOVA de dos vias no
encontr6 diferencias en la variable dia vs noche [F (1, 56) = 0.04, P>.05] pero si en la
variable agua adicional vs alcohol [F (1, 56) = 61.7, P<.001], y no encontr6 una
interaccion [F (1, 56) = 0.07, P>.05]. Las pruebas post-hoc mostraron diferencias entre
CDy AD Yy entre CNy AN (Fig 17B).

Las pruebas T para muestras relacionadas mostraron en todos los grupos diferencias
significativas entre el consumo de alcohol o agua de la botella adicional y el de agua de
la botella ad libitum, pero de diferentes maneras. En los grupos CD y CN, el consumo de
agua adicional (M=0.656, DE=0.297; M=3.107, DE=3.341) fue inferior al de agua ad
libitum (M=2.271, DE=0.333; M=9.821, DE=1.542) [t(7)=10.52, P<.001; t(6)= 3.646,
P<.05]. Mientras que en los grupos AD y AN, el consumo de ALC10% (M=3.664,
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DE=1.779; M=9.112, DE=3.042) fue superior al de agua ad libitum (M=1.939, DE=0.781,
M=5.017, DE=3.097) [t(21)=4.208, P<.001; t(22)= 3.494, P<.01].
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Figura 17. Consumo de alcohol o agua adicional. (A) Consumo neto promedio de alcohol o agua
de la botella adicional en la semana 3. (B) indice de preferencia de consumo de alcohol o agua
de la botella adicional sobre agua de la botella ad libitum. La linea punteada representa una
preferencia nula (0.5). Los asteriscos (*) representan diferencias significativas entre los grupos
Alcohol y Ctrl Agua (**=P<.01, ***=P<.001, ****=P<.0001). Los gatos (#) representan una
preferencia significativa del consumo de alcohol sobre el de agua ad libitum (##=P<.01,
###=P<.001). Los circulos (0) representan los valores individuales de los sujetos. La N para esta
medicion fue la siguiente: Ctrl Dia=8, Ctrl Noche=7, Alcohol Dia=22, Alcohol Noche=23

Escalamiento

En el andlisis de escalamiento, los grupos CD y CN no demostraron diferencias

importantes en su consumo de agua de la botella adicional a través de las semanas.

El grupo CD tuvo un consumo promedio de agua adicional de 1.25mL (DE=0.475) en la
semana 1, que disminuyé a 0.9mL (DE=0.894) en la semana 2 y 0.656mL (DE=0.297)
en la semana 3. No se encontré6 una pendiente de cambio significativa (Y=-0.297,
P>0.05). El ANOVA de una via para medidas repetidas no encontro diferencias entre las
semanas [F (2, 14) = 3.03, P>.05]. (Fig 18A)

El grupo CN consumi6é en promedio 2.386mL (DE=1.444) en la semana 1, 2.029mL
(DE=1.606) enlasemana 2y 3.107mL (DE=3.341) en la semana 3. Tampoco se encontré
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una pendiente de cambio significativa (Y=0.361, P>.05), y el ANOVA tampoco encontro
diferencias entre las semanas [F (2, 12) = 0.44, P>.05]. (Fig 18B)

En cambio, los grupos AD y AN si mostraron un escalamiento en la cantidad de consumo

de alcohol que presentaban cada semana.

El grupo AD tuvo un consumo promedio de ALC10% de 2.407 (DE=1.638) en la semana
1, este aumento6 a 3.095mL (DE=1.717) en la semana 2 y a 3.402mL (DE=1.749) en la
semana 3. La pendiente de 0.497 (x0.261) unidades por semana no fue significativo
(P>.05). El ANOVA encontré que estas cambios fueron significativos [F(2, 40)= 4.127,
P<.05)], y las comparaciones post-hoc de Sidak revelaron una diferencia entre la semana
1y la semana 3 (Fig 18C)

En el grupo AN, el consumo paso6 de 7.039 (DE=3.773) en la semana 1, a 8.709mL
(DE=3.345) en la semana 2 y a 9.112mL (DE=3.042) en la semana 3. Se encontrd una
pendiente de incremento de 1.037 (x0.499) unidades por semana (P<.05). EIl ANOVA
encontré significativas estas diferencias [F(2, 44)= 7.844, P<.01)], y las comparaciones
post-hoc encontraron cambios entre la semana 1 y la semana 2, y entre la semana 1y

la semana 3 (Fig 18C).
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Figura 18. Escalamiento en el consumo. Consumo en mililitros de agua de la botella adicional (A
y B) o0 de ALC10% (C y D) a través de las semanas en todos los grupos. La flecha punteada
representa el valor de la pendiente. Los asteriscos (*) representan diferencias significativas con
respecto a la semana 1 (*=P<.05, **=P<.01). Los circulos (0) representan los valores individuales
de los sujetos. CD= Control Dia [n=8]; CN= Control Noche [n=7]; AD= Alcohol Dia [n=21]; AN=
Alcohol Noche [n=23].

Adicionalmente, se cuantific6 en todos los grupos el porcentaje de sujetos que
incrementaron su consumo de la primera a tercera semana de la fase de restriccion.
Ningun sujeto aumentd su consumo en el grupo CD, y sélo 3 de 7 sujetos del grupo CN
lo aumentaron, mientras que 14 de 21 sujetos de AD, y 17 de 23 sujetos de AN lo hicieron.

El cuadro 1 presenta un resumen de los resultados.
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Escalamiento N . . Porcentaje
incrementaron
Cch 8 0 0
CN 7 3 42.85
AD 21 14 66.66
AN 23 17 73.91

Cuadro 1. Incidencia de escalamiento. Nimero y porcentaje de sujetos que incrementaron su
consumo de alcohol o agua de la botella adicional, de la semana 1 a la semana 3. CD= Control
Dia, CN= Control Noche, AD= Alcohol Dia, AN= Alcohol Noche.

Prueba de atracon (Binge)

En la prueba de binge se compard primero el consumo neto de agua de la botella
adicional (CD y CN) o alcohol (AD y AN) durante la prueba. EIl ANOVA de dos vias para
grupos independientes no encontrd diferencias en la variable dia vs noche [F (1, 46) =
3.1, P>.05] pero si en la variable agua adicional vs alcohol [F (1, 46) = 35.1, P<.001], y
no encontro una interaccion [F (1, 46) = 1.4, P>.05]. Las pruebas post-hoc compararon
los grupos de una misma fase de luz, pero diferente sustancia consumida, y revelaron
diferencias entre CD y AD y entre CN y AN (Fig 19A).

El consumo durante la prueba se comparo con el consumo durante la primera hora del
horario de acceso restringido en un dia de la tercera semana de la fase de restriccion,
dando como resultado un indice de cambio en el consumo entre ambas etapas (Fig 19B).
El ANOVA de dos vias no encontré diferencias entre el dia y la noche [F (1, 46) = 1.06,
P>.05] pero si entre el consumo de agua adicional y alcohol [F (1, 46) = 5.125, P<.05], y
no encontrd una interaccion [F (1, 46) = 1.26, P>.05]. Las pruebas post-hoc mostraron

diferencias entre CD y AD.

Las pruebas T para muestras relacionadas se utilizaron para explorar si el consumo en
binge era superior al de una hora en la fase de restriccion, y no se encontrd un incremento
significativo en ninguno de los grupos. En el grupo CD, el consumo en binge (M=0.25,
DE=0.463) fue menor consumo en restriccion (M=0.567, DE=0.296) pero no
significativamente [t(7) = 1.92, P>.05]. En el grupo AD, el consumo en la prueba
(M=2.889, DE=1.023) fue similar al de restricciéon (M=3.315, DE=1.496) [t(17) = 0.94,
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P>.05]. En el grupo CN, el consumo en binge (M=0.571, DE=0.534) fue menor al de
restriccion (M=2.766, DE=2.976) pero no significativamente [t(6) = 2.15, P>.05]. En el
grupo AN, el consumo durante la prueba (M=4.529, DE=2.831) fue significativamente
menor al consumo en la fase de restriccion (M=7.271, DE=2.171) [t(16)=3.884, P<.01].
El consumo menor o similar durante la prueba de binge es evidente como indices de

cambio inferiores o similares a 1.0 en la Fig 19B.

Prueba de Binge Prueba de Binge
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Figura 19. Consumo durante la prueba de Binge. (A) Consumo neto promedio de alcohol o agua
de la botella adicional durante la prueba de Binge. (B) indice de cambio de consumo de alcohol
0 agua de la botella adicional entre la prueba de Binge y la primera hora del dia 5 de la tercera
semana de la fase de restriccion. La linea punteada representa un cambio nulo (1.0). Los
asteriscos (*) representan diferencias significativas entre los grupos Alcohol y Ctrl Agua (*=P<.05,
**=P<,01, ***=P<,0001). Ningln grupo tuvo un incremento significativo en su consumo en la
prueba de Binge. Los circulos (0) representan los valores individuales de los sujetos. CD= Control
Dia [n=8]; CN= Control Noche [n=8]; AD= Alcohol Dia [n=18]; AN= Alcohol Noche [n=17].

Pruebas de esfuerzo

Prueba de la caja luz-oscuridad

En la prueba de la caja luz-oscuridad, el tiempo pasado en el compartimento de luz se
compar6é con el tiempo total de la prueba para generar un indice de preferencia
(segundos en luz/300) que se comparé entre los grupos. El grupo CD tuvo un indice
medio de 0.218 (DE=0.154) y el grupo CN de 0.259 (DE=0.128), mientras que el grupo
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AD promedié un indice de 0.391 (DE=0.159) y el grupo AN de 0.316 (DE=0.152). El
ANOVA de dos vias para grupos independientes no encontré diferencias entre el
consumo en el dia 'y en la noche [F (1, 25) = 0.09, P>.05] pero si entre el consumo de
agua adicional y el de alcohol [F (1, 25) = 4.39, P<.05], y no encontré una interaccién
entre ambos [F (1, 25) =1.11, P>.05]. (Fig 20A)

El tiempo de interaccién con el bebedero en el compartimento de luz se comparo entre
grupos. El grupo CD tuvo un tiempo promedio de interacciéon de 3.739 segundos
(DE=3.981) y el grupo CN de 6.391 segundos (DE=4.041), el grupo AD promedi6 9.587
segundos (DE=5.938) y el grupo AN 4.3 segundos (DE=3.571). EI ANOVA de dos vias
no encontré diferencias entre el dia y la noche [F (1, 25) = 0.63, P>.05] ni entre el
consumo de agua adicional y el de alcohol [F (1, 25) = 1.28, P>.05], aunque encontro
una interaccion entre ambos [F (1, 25) = 5.723, P<.05]. Las comparaciones post hoc

revelaron la diferencia entre el grupo CD y el grupo AD. (Fig 20B)
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Figura 20. Prueba de la caja luz-oscuridad. (A) indice de preferencia promedio del compartimento
de luz sobre el compartimento de oscuridad. (B) Tiempo promedio en segundos de interaccion
con el bebedero durante la prueba. Los asteriscos (*) representan diferencias significativas entre
los grupos (P<.05). Los circulos (0) representan los valores individuales de los sujetos. CD=
Control Dia [n=7]; CN= Control Noche [n=8]; AD= Alcohol Dia [n=7]; AN= Alcohol Noche [n=7].

67



Prueba de la gota

Para la prueba de la gota, se analiz6 primero el tiempo promedio de contacto fisico
directo con la botella, el cual fue de 15.19 segundos (DE=6.472) para el grupo CD y de
10.99 segundos (DE=7.009) para el grupo CN, mientras que el grupo AD tuvo un tiempo
promedio de 18.92 segundos (DE=12.14) y el grupo AN de 24.15 segundos (DE=3.933).
El ANOVA de dos vias no encontro diferencias por el consumo en el diay en la noche [F
(1, 27) = 0.03, P>.05] pero si entre el consumo de agua adicional y el de alcohol [F (1,
27) = 8.436, P<.01], y no encontré una interaccion entre ellos [F (1, 27) = 2.63, P>.05].
(Fig 21A)

Posteriormente se sumo el tiempo de olfateo directo, dando como resultado un tiempo
de interaccion total con el bebedero. El grupo CD tuvo un tiempo promedio de 5.436
segundos (DE=5.555) y el grupo CN de 2.008 segundos (DE=2.393), por su parte, el
grupo AD promedié 8.763 segundos (DE=9.403) y el grupo AN 11.78 segundos
(DE=5.245). El ANOVA de dos vias no encontro diferencias entre el dia 'y en la noche [F
(1, 27) = 0.01, P>.05] pero si entre el consumo de agua adicional y el de alcohol [F (1,
27) = 8.599, P<.01], y no encontré una interaccion entre ellos [F (1, 27) = 2.08, P>.05].
(Fig 21B)
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Figura 21. Prueba de la gota. (A) Tiempo promedio de contacto directo, con las patas o el hocico,
con el bebedero durante la prueba (B) Tiempo promedio de contacto u olfateo directo del
bebedero durante la prueba. Los asteriscos (*) representan diferencias significativas entre los

68



r de Pearson

grupos Ctrl Agua y los grupos Alcohol (**=P<.01). Los circulos (0) representan los valores
individuales de los sujetos. CD= Control Dia [n=8]; CN= Control Noche [n=8]; AD= Alcohol Dia
[n=8]; AN= Alcohol Noche [n=7].

Correlaciones anticipaciéon - conducta tipo adictiva

Todas las medidas de conducta tipo adictiva se compararon con el coeficiente de

anticipacion en actividad, para buscar una relacion entre los niveles de anticipacién y los

de adiccion. Las correlaciones de Pearson mostraron tendencias altas en el grupo AN, y

bajas en el grupo AD, pero no arrojaron asociaciones significativas en ninguna de las

medidas, para ninguno de los grupos. (Fig 22)
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Figura 22. Correlaciones anticipacioén - conducta tipo adictiva. Correlaciones de Pearson entre el
coeficiente de anticipacion de actividad y las distintas medidas de conducta tipo adictiva, en los
grupos Alcohol Dia (AD, n=4) (Ay C) y Alcohol Noche (AN, n=4) (C y D). Las filas superiores
muestran el valor del coeficiente r, donde un color azul simboliza un coeficiente cercano a1,y el
color rojo uno cercano a -1. Las filas inferiores representan la P de cada correlacion; ninguna
correlacion fue significativa 0.05, la P de 0 pertenece a la correlacion de anticipacion consigo

misma.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que el acceso restringido en un periodo circadiano y
predecible, puede generar conductas de anticipacion al horario de acceso al alcohol.
También se comprobé que el acceso restringido estimula un incremento en el consumo
del alcohol, y una serie de conductas similares a las que, en humanos, se consideran
parte de un trastorno por consumo de sustancias. Ambos resultados se observaron

independientemente de si el consumo del alcohol se daba en el dia o0 en la noche.

El acceso restringido al alcohol genera anticipacion circadiana

Actividad General

Todos los grupos registraron patrones de actividad sincronizados a su ciclo luz
oscuridad. La unica diferencia discernible entre la linea base y la fase de restriccion fue
el incremento de actividad en el horario de acceso a la sustancia. Estos incrementos en
actividad podrian ser suficientes para explicar cualquier cambio entre el porcentaje de
actividad diurna y nocturna, aunque este porcentaje solo se vio afectado

significativamente en el grupo que recibia el alcohol de noche.

Asociado al momento de colocar las botellas de alcohol en las rejas de las jaulas, se
observo un pico de actividad que pudo estar provocado por a) la activacion de las ratas
ademas de (b) la presencia del investigador, que puede alterar a las ratas ocasionando
gue su movimiento general incremente, y (c) el movimiento de los racks y el cambio de
botellas que generan una presion directa sobre los sensores de movimiento, Esto
ultimo también podria explicar por qué el artefacto es superior en el horario de llegada
de la sustancia que en el de salida: la presion a los sensores es mayor cuando el
experimentador tiene que insertar una botella de alcohol a la caja, que cuando tiene
gue retirarla. También es posible que los animales ya no se encuentren tan alterados al
retirar la sustancia como estaban al introducirla, ya sea porque (a) el horario en que se
remueve la botella coincide con la mitad de la fase de actividad o de descanso, y

podrian estar menos estimuladas que al inicio de dichas fases, 0, en el caso de los

71



grupos experimentales, (b) porque el efecto depresor del alcohol aumenté su umbral de

estimulacion.

Previo al artefacto causado por el movimiento de las botellas, en los grupos
experimentales, a diferencia de los controles, se registré actividad anticipatoria, previa
a la llegada del experimentador. Esto concuerda con lo que sucede en protocolos de
acceso restringido al alimento (Mistlberger, 2009) y a otras drogas de abuso (Gillman et
al., 2019). Y coincide con los estudios de Morgansten y cols. (2012), que encontraron
un incremento en las conductas de busqueda y exploracién previo a la llegada diaria
del alcohol al inicio de la noche. Estos resultados confirman la idea de que el sistema
circadiano es susceptible a ser sincronizado por estimulos reforzantes o hedoénicos
(Escobar et al., 2011).

La anticipacion por solo 15 minutos refleja una estimacion temporal muy precisa, ya se
ha observado en protocolos de anticipacion a un estimulo con alto valor hedonico,
como el chocolate (Mendoza et al., 2005). En protocolos de anticipacion a otras drogas,
el tiempo de actividad anticipatoria varia, pero suele ser de al menos una hora previa al
acceso (Gillman et al., 2009, 2013; Juarez-Portilla et al., 2018). Esta breve anticipacion
es diferente a lo reportado en protocolos de anticipacion al alimento, donde la actividad
inicia hasta 3 horas previas a la disponibilidad del estimulo y va asociada directamente
con el estado de hambre que establece la privacién prolongada de alimento
(Mistlberger, 1994). Esta anticipacion implica el desarrollo de activacion conductual y
conductas de busqueda, que podrian ser reflejo de un incremento en el craving, que
constituye una parte importante del proceso de adiccién (Koob & Volkow, 2016; Tamura
et al., 2021). Ya se ha utilizado la actividad anticipatoria como una medida de craving
en el consumo frecuente de un estimulo apetecible (Mufioz-Escobar et al., 2019). Esto
implica que el desarrollo de conductas anticipatorias podria favorecer el desarrollo de la

adiccion.

Aunqgue el enfoque del estudio es la anticipacion al acceso al alcohol, es interesante

gue, en el grupo AN, también hubo una leve anticipacion al horario de salida del
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alcohol. Dado que los sujetos control (sin acceso al alcohol) no la presentaron, es
probable que esta activacion sea una sefial de inquietud por el retiro de la sustancia de
abuso.

Temperatura corporal

En los grupos control, la temperatura no se vio afectada por las manipulaciones,
excepto por un incremento repentino en la temperatura después del horario de acceso
al agua. Este aumento podria ser consecuencia directa del aumento de actividad
general ocasionado por la entrada de los experimentadores. En el grupo AD se
presentd el mismo pico de temperatura después del horario de acceso, pero también
mostro una hipotermia significativa antes y después de ese pico. Finalmente, el grupo
AN presento un incremento en temperatura que inicié media hora antes de la llegada
del alcohol, y se volvio significativo en el horario de acceso, ademas de una hipotermia
mucho mas larga, antes y después de ese pico. Es decir que soélo el grupo AN mostré

un patron de anticipacion.

En los estudios de acceso restringido al alimento, se ha reportado un incremento en la
temperatura corporal previo al horario de alimentacion asociado a la activacion
conductual (Davidson & Stephan, 1999). Por otro lado, en protocolo de anticipacion a
un estimulo apetitoso (chocolate) (Blancas et al., 2014; Mufioz-Escobar et al., 2019) se
reportaron efectos similares a los del grupo AN, con una hipotermia seguida de un

aumento de temperatura previos a la llegada del estimulo.

La anticipacién al alimento involucra un estado metabdlico negativo, mientras que la del
chocolate tiene como Unica motivacion el valor hedoénico del estimulo, por lo que tiene
sentido que existan diferencias en la manera que tienen de expresar anticipacion. Lo
encontrado en este estudio es mas parecido a la anticipacion al chocolate, tanto en la
motivacion por obtener el estimulo (por valor hedoénico, no por necesidad calorica),
como en los cambios fisioldgicos y conductuales en anticipacion a su llegada (actividad

anticipatoria de corta duracion y una hipotermia seguida de hipertermia previas al
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horario de acceso). Hasta donde sabemos, no se ha estudiado el efecto anticipatorio de
la temperatura en protocolos de acceso restringido a otras drogas de abuso.

Es posible que el efecto circadiano en el dia en el grupo AD haya sido suficiente para
generar la disminucion de temperatura, pero no un aumento posterior medible, mientras
gue el efecto nocturno en AN haya sido mayor, permitiendo observar el efecto de
disminucion y aumento de temperatura corporal en anticipacion a la llegada del alcohol,
como sucede con el chocolate (Blancas et al., 2014; Muioz-Escobar et al., 2019).

Es importante considerar también la posibilidad de que el alcohol, y no su efecto
circadiano, sea el responsable de este patrén de disminucion temperatura.Estudios
previos han descrito que el alcohol puede generar por si mismo una hipotermia y
desregulacion de temperatura en ratas (Baird et al., 1998; Kalant & L&, 1983). Esta
disminucién es mas fuerte cuando el consumo se da en las primeras horas de la fase
de oscuridad (Baird et al., 1998, Damaggio & Gorman, 2014b). Esto coincide con los
resultados del grupo AN, cuya temperatura bajo significativamente mas que la del

grupo AD.

Respuestas de actividad y temperatura en abstinencia

Durante la fase de abstinencia, los patrones de los grupos control se revirtieron a los
gue tenian en la linea base; el pico repentino de actividad en el horario exacto de
acceso a la botella adicional de agua desaparecié, asi como el pico de temperatura que
le precedia. Esto confirm6 que parte de la activacion observada en estos grupos eran
un artefacto derivado de la entrada del experimentador, y no una consecuencia del

acceso restringido al agua.

Por el contrario, los grupos experimentales mantuvieron un algunos de los cambios
observados en su fase de restriccion. El grupo AD mostrd picos de actividad previos al
horario de acceso, aunque su incremento no fue significativo, y mantuvo el patron de
hipotermia seguida por hipertermia después del horario de acceso. El grupo AN tuvo un

aumento significativo de actividad previo y alrededor del horario en que solia recibir el
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alcohol, y una hipotermia seguida de un incremento gradual de temperatura en
anticipacion al horario de acceso.

La persistencia de estos incrementos, en ausencia total de cualquier estimulo en ese
horario, son evidencia de una sincronizacion circadiana al alcohol, particularmente en el
grupo de consumo nocturno. Esto concuerda con lo observado al dejar en abstinencia a

un roedor en sincronizacion al alimento (Mistlberger, 2009).

La persistencia de la actividad anticipatoria también se ha reportado por Gillman y cols.
en protocolos de administracién circadiana de otras drogas de abuso, como el fentanilo
(2009) y la nicotina (2013)

El acceso restringido al alcohol genera conductas tipo adictivas

Las mediciones de consumo y las pruebas de esfuerzo confirmaron que las ratas
sujetas al protocolo de acceso restringido al alcohol presentaron conductas similares a

las propuestas para determinar conductas adictivas en animales experimentales.

Consumo de alcohol o agua adicional

El consumo de alcohol fue superior al consumo de agua de la segunda botella de los
grupos controles. Mas importante es que la preferencia de alcohol sobre agua fue
superior a 0.5 en los grupos experimentales; es decir que, para la tercera semana del
protocolo, los sujetos preferian consumir de la botella alcohol que de su botella regular
de agua. Es claro que este efecto se debe a la sustancia consumida y no a las
caracteristicas de la segunda botella, ya que los grupos control prefirieron beber de su

botella regular.

Es probable que las diferencias encontradas entre los grupos de dia y noche en las
medidas de consumo se deban a que las ratas son nocturnas y estan despiertas y

consumiendo mas liquidos y alimentos en esta fase. Es por eso que, a pesar de que los
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grupos CN y AN consumen mas cantidad de sustancia que sus contrapartes, la

preferencia de consumo es similar en los grupos diurnos y nocturnos.

El escalamiento a través del tiempo en la cantidad de liquido consumido sélo fue
encontrado en los grupos que consumieron alcohol. Este incremento progresivo se
observa también en humanos con TCS, y se considera una evidencia del desarrollo de
tolerancia a la sustancia (APA, 2013). Por esta razdn, este patron de consumo se ha
utilizado como medida de adiccion en modelos animales (Ahmed, 2011; Planeta, 2013;
Vanderschuren & Ahmed, 2021).

Pruebas de esfuerzo

Para medir el esfuerzo por consumir una sustancia a pesar de las consecuencias,
generalmente se utilizan pruebas donde el consumo de la sustancia esta pareado a un
estimulo aversivo fisico, como un choque eléctrico, y se evalla si el consumo continta
aun en esas condiciones (Deroche-Gamonet et al., 2004; Vanderschuren & Ahmed,
2021). En este estudio se utilizé la prueba de la caja luz-oscuridad como una alternativa
gue utiliza la aversion natural de las ratas a una luz intensa y espacio abierto, en lugar

de un castigo fisico severo (Teegarden & Bale, 2007)

La desventaja de esta prueba es que, al tener que ser corta para que los animales no
se aclimaten al ambiente aversivo, el tiempo no es suficiente para que se de un
consumo medible de la sustancia; en 5 minutos, las ratas a menudo consumen tan
poco, que una gota de alcohol cayendo de la botella representaria un error significativo.
Por esta razén se midio el tiempo que los sujetos pasaron en el compartimento de luz,
gue es lo que generalmente se mide en esta prueba (Bourin & Hascoét, 2003;
Teegarden & Bale, 2007).

Los sujetos que consumian alcohol (AD y AN) pasaron un porcentaje mas alto de su

tiempo en el compartimento de luz de la caja que aquellos que consumian agua (CD y

CN). Esto sugiere que el consumo de alcohol los motivo a acercarse a la botella a
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pesar de la aversion de la luz intensa y el espacio abierto, que indica una motivacion

intensa que lleva a realizar un esfuerzo a pesar de las consecuencias negativas.

La prueba de la gota buscé medir conductas similares a la dificultad para detener el
consumo en humanos. Los sujetos que consumian alcohol interactuaron por mas
tiempo con su bebedero que los que consumian agua, a pesar de que los bebederos
no contenian alcohol. Esto es indicativo de que el consumo de alcohol los llevé a una

dificultad por detener su conducta de consumo, a pesar de la falta de recompensa.

Prueba de atracon (binge)

En la prueba de binge, un primer analisis mostré que las ratas de los grupos
experimentales (AD y AN) tomaron mucho mas alcohol durante la prueba de lo que
tomaron las controles (CD y CN) de agua de la botella adicional. Esto confirmo la
preferencia de consumo de alcohol sobre agua. En un analisis posterior, se comparoé el
consumo durante la prueba con el consumo regular de la fase de restriccion, para
saber si se present6 un atracon en el que el consumo haya aumentado por el periodo
de abstinencia. La prueba no promovié, en ninguno de los grupos, un consumo de la
substancia superior a su consumo regular, por lo que no puede considerarse un
episodio de atracon (Perello et al., 2014). Una posible explicacion a este resultado es
gue, si se dejaron pasar demasiados dias de abstinencia, pudo haber un proceso de
extincion a la conducta de consumo, por lo que los sujetos ya no buscaban beber el
alcohol. Sin embargo, se ha encontrado que el craving puede permanecer, e incluso
incrementar, después de periodos de abstinencia de hasta 30 dias (Grimm et al., 2011).
Aungue esto se investigo en abstinencia a la sacarosa, es poco probable que una
abstinencia al alcohol tan corta como la del presente estudio (4 dias) sea suficiente

para generar la extincion al consumo.

Correlacion entre la anticipacion y las conductas tipo adictivas

No se encontré ninguna relacion directa entre los sujetos que anticipan mas y los que

tienen mas conductas adictivas. El protocolo genera tanto anticipacién circadiana como
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conductas tipo adictivas, pero lo hace de manera independiente y a distintos grados en
cada sujeto. Esto podria significar que la anticipacion a la sustancia no promueve la
adiccidn, ni viceversa. Sin embargo, considerando que los andlisis mostraron
tendencias de correlaciones altas en el grupo AN, y bajas en el grupo AD, también es
posible que la relacién se vuelva mas clara con una N mayor, o en ratas con mayor

consumo y/o mayor nivel de adiccion.
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CONCLUSIONES

Con este estudio se probd, en primer lugar, que es posible desarrollar anticipacion al
acceso diario de alcohol, que esta anticipacion es de caracter circadiano. En segundo
término, se comprobod que el mismo acceso diario y programado al alcohol es suficiente
para generar algunas de las conductas que caracterizan al TCA. Por ultimo, se probd
gue este fendmeno se observa independientemente de si el consumo se da en el dia o
en la noche, aunque en algunos aspectos se intensifica cuando se da en la fase de

actividad (noche en ratas).

La anticipacion circadiana implica un incremento en el craving diariamente antes del
horario de consumo. Sin embargo, la anticipacion no demostro ser un predictor de otras
conductas tipo adictivas en este estudio, por lo que permanece en duda si existe una
relacion entre el desarrollo de estos dos factores. Los resultados de este estudio
ofrecen un avance en la exploracién de la posibilidad de que el aumento en el deseo
por consumir alcohol, y las conductas de busqueda del mismo, incrementen el
consumo de alcohol y el desarrollo del trastorno por consumo de sustancias. En el
futuro, un protocolo mas largo que permita un mayor incremento progresivo de

consumo de alcohol podria revelar resultados no vistos en este estudio.

Adicionalmente, los resultados de este estudio abren la puerta a nuevas vias de
investigacion sobre el fendmeno aun incomprendido de anticipacion circadiana a la
alimentacion y otras conductas motivadas. Futuros estudios podrian explorar las
relaciones conductuales y fisiologicas entre la actividad previa al consumo de alcohol y
la FAA (actividad anticipatoria al alimento). Esto ayudaria a comprender de mejor manera
el fenbmeno de la anticipacion circadiana, asi como a dilucidar los mecanismos

neuronales que la subyacen.
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Limitaciones y sugerencias

La principal limitacién del estudio es que so6lo durd tres semanas. Es posible que el
consumo, preferencia y medidas de conducta adictiva hubieran seguido creciendo con el
tiempo de consumo, y esto podria haber esclarecido una correlacién entre la anticipacién
y la conducta tipo adictiva. Las repeticiones desiguales del protocolo también llevaron a
tener Ns diferentes en cada medida; en particular, en las correlaciones, la baja N pudo
haber sido un factor en los resultados obtenidos.

Ademas de extender el tiempo y la N del protocolo, proponemos que en futuros estudios
se compare el desarrollo de consumo y conductas tipo adictivas en sujetos que anticipan
al alcohol (acceso restringido programado) y sujetos que no lo hacen (acceso aleatorio),
para explorar la relacion entre la anticipacion y el desarrollo de la adiccion. La indagacion
sobre esta posible relacion nos ayudara a entender de mejor manera el problema del

consumo de alcohol en el ser humano.
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