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Resumen

Aproximadamente 3 millones de personas murieron en 2016 en todo el mundo debido al
trastorno por consumo de alcohol (AUD), que se define como: el consumo excesivo de
alcohol que afecta la salud fisica y mental. Las intervenciones de neuromodulacién, como
la estimulacién cerebral profunda (DBS) y la estimulacion magnética transcraneal
repetida (rTMS), son posibles nuevas terapias complementarias, que se proponen para
tratar el AUD. Sin embargo, la informacién sobre el mecanismo de accion, los sitios de
estimulacién cerebral y los tipos de protocolos de estimulacion, siguen siendo
insuficientes. Este estudio tiene la finalidad de explorar el efecto de la estimulacion
eléctrica y focalizada de alta frecuencia, mediante electrodos de carbono implantados en
un area esencial del sistema de recompensa, en este estudio se eligid la corteza
prelimbica, en ratas que desarrollaron un consumo crénico de alcohol voluntario. Para
esto, se utilizé el modelo preclinico de AUD de acceso intermitente de eleccidn de dos
botellas (IA2BC) al 20% de concentracion en ratas wistar adultas jovenes (P45) durante
20 sesiones, un periodo de abstinencia de 20 dias, seguido de 10 sesiones mas de
exposicion al alcohol. Posteriormente se aplicé un protocolo de estimulacion de alta
frecuencia (20 Hz) durante 10 dias consecutivos a 100 pulsos (duracion = 0.2us
intensidad = 400uA) en ocho ratas asignadas al azar, que se separaron en: 1) un grupo
estimulacion activa y 2) un grupo de estimulacion simulada (sham). Finalmente se
dividieron en grupos de consumidores altos y consumidores bajos, mediante el analisis
de conglomerados jerarquico. Nuestros resultados indican que dos ratas de alto consumo
que recibieron estimulacion activa y una de alto consumo con estimulacién simulada,
redujeron el consumo de alcohol. Lo que sugiere que una intervencion sobre la corteza
prelimbica en ratas de alto consumo podria influir sobre la disminucion del consumo

cronico de alcohol.



Abstract

About 3 million people died in 2016 worldwide due to Alcohol Use Disorder (AUD) which
is defined as: the excessive alcohol use that affects physical and mental health.
Neuromodulation interventions, such as Deep Brain Stimulation (DBS) and repeated
transcranial magnetic stimulation (rTMS), are proposed possible new complementary
therapies to treat AUD. However, information about mechanism of action, optimal brain
targets and types of stimulation protocols remain insufficient. This study aims to explore
the effect of high-frequency electrical and focused stimulation by carbon electrodes
implanted in an essential area of the reward system, in this study was chosen the
prelimbic cortex, in subjects who developed chronic voluntary alcohol consumption. For
this purpose, was established the two-bottle choice intermittent access AUD preclinical
model (IA2BC) at 20% concentration is used in young adult wistar rats (P45) for 20
sessions, an abstinence period of 20 days, followed by 10 sessions where is performance
the stimulation protocol. Subsequently, a high frequency stimulation protocol (20 Hz) is
replicated for 10 consecutive days at 100 pulses (duration = 0.2us intensity = 400pA) in
eight randomized rats, who were separated into: 1) an active stimulation group and 2) a
group of simulated stimulation (sham). Finally, they were divided into groups of high-
intake and low-intake, through hierarchical cluster analysis. Our results indicate that two
high-intake rats who received active stimulation and one high-intake rat with sham
stimulation reduced their alcohol consumption. This suggests that an intervention on the
prelimbic cortex in high-intakers rats could influence the decrease in chronic alcohol

consumption.
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1. Introduccion

El trastorno de adiccion en un problema de salud publica que compromete la
integridad fisica, social, familiar y mental de la persona que las padecen (Leshner,
A. 1997). En México el uso de alcohol y los trastornos acompafiantes son el
principal problema en materia de adicciones (ENCODAT 2016-2017). A nivel
mundial segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2018 tres millones
de muertes y morbilidades anuales se le atribuyen al uso de alcohol.

De acuerdo con el DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders; manual diagnostico y estadistico de los trastornos mentales quinta
edicidn, por sus siglas en inglés) las personas con mayor predisposicion a
desarrollar trastornos por consumo de sustancias cuentan con alteraciones en los
mecanismos para la inhibicion cerebral. Estas podrian ser debidas a procesos
homeostaticos adaptativos celulares y de los circuitos neuronales estimulados que
también se presentan producto del consumo cronico de alcohol (Nestler y
Aghajanian, 1997). Dichos cambios persisten después del retiro de la sustancia y
segun la revision de McLellan y cols., (2000) del 40 al 60 por ciento de las personas
que son tratadas debido a un trastorno de dependencia por uso de sustancias,
sufren una recaida antes del primer afio de seguimiento después del alta. Es por lo
anterior que un tratamiento complementario a las aproximaciones farmacologicas y
psicoterapéuticas es necesario.

Una de las propuestas es utilizar técnicas de neuromodulacién, en el supuesto
de modificar la activacién neuronal por medio de campos magnéticos inducidos por
sefales interneuronales o de corriente aplicada externamente, mediante el principio
de induccion electromagnética (Voroslakos y cols., 2008). Respecto a los
tratamientos de padecimientos neuropsiquiatricos en donde se contemplan las
adicciones, Food and Drug Administration (FDA) en 2017 aprobo el uso de la
estimulacién magnética transcraneal repetitiva (rTMS) como opcion terapéutica
para el trastorno depresivo mayor. Aun cuando existen investigaciones activas
como tratamiento para el trastorno de adiccion, falta conocimiento sobre el

mecanismo de accidn de la técnica no invasiva.
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La informacion obtenida de los modelos animales nos permite identificar
mecanismos patolégicos y blancos terapéuticos. Un modelo animal de consumo
voluntario basado en los criterios del DSM V ofrece una validez translacional a la
clinica en humanos, donde se asume que el comportamiento de consumo voluntaria
de drogas parte de los mismos substratos neuroquimicos y neuroanatomicos en
ambas especies (Spanagel, R. 2017).

La imagen por resonancia magnética (MRI) es un método no invasivo util para
comprender los cambios funcionales y estructurales, cuya informacion nos ayuda a
realizar analisis respecto a las modificaciones de la sustancia gris y blanca por el
uso de alcohol, asi como los resultados de las técnicas de estimulacion.

En este proyecto proponemos estandarizar un modelo de consumo de alcohol
voluntario crénico en ratas wistar. Asimismo, exploramos si el consumo de alcohol
se modifica por la estimulacidn eléctrica de la corteza prelimbica, utilizando
electrodos compatibles con resonancia magnética. Esto permitira utilizar dicho
modelo para analizar los mecanismos involucrados en los efectos observados en
humanos con estimulacion magnética transcraneal y que permita reforzar la
propuesta de utilizar esta estrategia como opcion terapéutica en los trastornos por

uso de sustancias que llevan a la adiccion.

2. Antecedentes

2.1 Neurobiologia de la adiccién

Se define como droga a una sustancia unica que, al ser ingerida o introducida
al cuerpo por otro medio, produce un efecto fisiolégico, farmacoldgico o algun
cambio en el cuerpo. (Wrase y cols., 2002). Esta droga puede desarrollar adiccion,
que es una dependencia patolégica o compulsion para continuar consumiendo la
sustancia con incapacidad para limitar su uso a pesar de las consecuencias (Bell,
S. 2012). El consumo de drogas es un fenomeno de etiologia multifactorial que
involucra el tipo de droga que se consume, la genética, el neurodesarrollo y factores

psicosociales (Volkow, N. 2000). La transicion del consumo exploratorio a la
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adicciéon sucede cuando la persona ha perdido la habilidad de sobreponerse a la
urgencia de tomar la droga, a pesar de reconocer que no desea consumirla y es
consciente de las posibles consecuencias negativas del acto.

La postura actual manifiesta que esta transicion se debe a alteraciones en
circuitos cerebrales en los que se incluyen los encargados de condicionamiento,
sensibilidad a la recompensa, motivacidon incentivada, auto-regulacion, estado de
animo e interocepcion (Volkow y cols., 2019). Y como resultado de las interacciones
de estos circuitos se propone conceptualizar la adiccién en un ciclo cerrado que
engloba tres estados que incluyen: atracon/intoxicacion, abstinencia/efectos
negativos y preocupacion/anticipacion (Koob y Volkow, 2016).

El sistema dopaminérgico media funciones de neuromodulacion en la
motivacion, funcién cognitiva, control motor, y en el sistema de recompensa. El
neurotransmisor monoaminérgico dopamina (DA) y sus receptores D1R, D2R,
median fendmenos implicados en cada uno de los circuitos mencionados
anteriormente y que retomaré mas adelante. Por las estructuras y propiedades
farmacoldgicas de los receptores se subdividen en dos grandes grupos: los
receptores D1R que incluyen a los D1 y D5, y los receptores D2R que incluyen a
los D2, D3 y D4. Los D1R se encuentran en el cuerpo estriado, sustancia nigra pars
reticulata, bulbo olfatorio, amigdala y la corteza prefrontal (PFC). Los D2R se
encuentran en el estriado, area tegmental ventral (VTA), hipotalamo, amigdala,
hipocampo e hipdfisis. Por otro lado, los niveles extracelulares de DA son regulados
por transmision fasica y tonica. La primera libera DA por potenciales de accidn,
rapidamente de las vesiculas contenedoras en el VTA, a una frecuencia de disparo
mayor a 15 Hz. La transmision ténica resulta cuando la liberacion de dopamina es
independiente de los potenciales de accidn, en VTA la frecuencia de disparo de
esta transmision ocurre en 1 a 8 Hz. Se reconoce que las drogas mimetizan la
transmision fasica (Owesson-White y cols., 2009) y por lo tanto existe una liberacion
rapida de DA en VTA dependiente de potenciales de accidn a una frecuencia mayor
a 15 Hz. Dopamina no es el unico neurotransmisor involucrado en los circuitos, ni
en los fendbmenos que se describen mas adelante, sin embargo, se utiliza para

establecer las relaciones con las areas pertenecientes a los ciclos, sistemas vy
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circuitos, pues es el neurotransmisor hasta la fecha mayormente estudiado en la

adiccion.

2.1.1. Condicionamiento

Skinner en 1937 propuso dos tipos de condicionamientos: Tipo Sy Tipo R. En
el primero el reforzamiento siempre esta relacionado con la presentaciéon de un
estimulo. Y el Tipo R, implica una relacién entre reforzamiento y respuesta
especifica (Keller, Schoenfeld y Daurella., 1979). El condicionamiento clasico es el
mecanismo mas simple mediante el cual los organismos aprendemos sobre las
relaciones entre los eventos (Domjan, M., 2010). Respecto al condicionamiento a
las sustancias, se describe como el aumento en la sensibilidad a la expectativa de
los efectos recompensantes de la droga, que se desarrollan a merced de la adicion
de estimulos relacionados al consumo. Tanto la exposicion a los estimulos como el
consumo mismo, ocasiona la liberacién de DA en el nucleo accumbens (NAc) que
se encuentra en la porcion ventral del cuerpo estriado (Berlin y cols, 2009). EI NAc
es una estructura que pertenece a los ganglios basales, donde se ha descrito que
existen las vias directa e indirecta que clasicamente facilitan e inhiben el
movimiento, pero también median funciones de recompensa (directa) y motivacion

(indirecta) (Kravitz y cols., 2012).

2.1.2. Motivacion y recompensa

Reduccion en la sensibilidad del circuito dopaminérgico de recompensa al
actual consumo de la droga que se extiende a las recompensas no relacionadas a
las drogas, que contribuye a la falta de interés en actividades que no se asocian a
las drogas. En estudios de neuroimagen en individuos con adiccion, se encontrd
disminuida la presencia de receptores D2 y liberacién de DA en el estriado ventral
y dorsal, asi como reduccion en la reactividad de regiones prefrontales hacia
reforzadores negativos (Dunn y cols., 2012). Lo que podria explicar la disminucion
de la respuesta a los estimulos recompensantes naturales y la capacidad de
disuadir con desenlaces negativos como la pérdida de empleo o familia.

13



2.1.3. Auto-regulacion

En este se incluye la incapacidad para evadir riesgos, comportamientos
autodestructivos, resistir a tentaciones y retrasar la obtencion de recompensas, lo
que aumenta la vulnerabilidad a desarrollar una adiccion (Volkow y Fowler, 2000).
En estudios de imagen en roedores y humanos con adiccion se encontré que la
regulacion a la baja de los receptores D2R se relacionaba con la reduccion de la
actividad metabdlica basal en las regiones prefrontales que incluyen la corteza
orbitofrontal (OFC) involucrada en la atribucion de saliencia, corteza anterior del
cingulo (ACC) implicada en la regulacion emocional y dorsolateral prefrontal
(DLPFC) que desempeiia un papel primordial en la toma de decisiones. Se propone
que el trastorno por uso de alcohol altera las funciones cognitivas y conductuales
de las regiones prefrontales que son mediadas por el neurotransmisor glutamato

(Mishra, Harrison y Konradsson-Geuken, 2015; Nimitvilai y col., 2017).

2.1.4. Animo negativo y reactividad al estrés

Este fenbmeno es mayormente observado durante la abstinencia, en el que
se caracteriza la busqueda del estimulo recompensante para evitar los sintomas
negativos como el distress o las emociones negativas. El primero esta relacionado
con la reducida sefalizacion de DA y con el aumento en la sensibilidad en el sistema
de estrés el cual yace en eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). Por lo que
podemos relacionar al eje como fundamental en el desarrollo de la conducta de
busqueda a la droga (Mantsch y cols., 2016).

2.1.5. Conciencia Interoceptiva

La interocepcion es la capacidad de censar el estado fisiologico interno a partir
de informacion emocional y motivacional. Las cortezas implicadas en su
procesamiento son la insula, ACC, la corteza ventromedial prefrontal (vmPFC) asi
como el estriado ventral (Paulus y cols., 2009) y el precuneo, cuya accion particular
se basa en la percepcion de estimulos ambientales o mejor conocida como

exterocepcion (DeWitt y cols., 2015). A partir de estudios de neuroimagen vy
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particularmente resonancia magnética funcional (fMRI) y del analisis de la senal
BOLD (Blood Oxygen Level Dependent, por sus siglas en inglés) la cual se utiliza
para medir la actividad cerebral de forma indirecta (Poldrack y Nichols, 2011), se
encontré que la DA modula el reclutamiento de la red de activacion por defecto
(DMN, Default Mode Network) esta se cree involucrada en la autoconsciencia y el
pensamiento no relacionado a tareas (Raichle y col., 2001). De manera que en el
trastorno de adiccion se propone, existe activacidon aumentada de la DMN, mediada
por el estimulo dopaminérgico, y este puede redireccionar la atencion al estado

interno de disconfort o anhelo compulsivo (Zhang y Volkow, 2019).

2.1.6. El sistema mesocorticolimbico

El sistema mesocorticolimbico se conforma de un conjunto de neurocircuitos
que incluyen el sistema de la amigdala, PFC, NAc y VTA (Schmidt y Reith, 2005).
El PFC en su porcién media recibe aferencias de glutamato, acetilcolina (ACh) y
DA, y eferencias glutamatérgicas a otras areas del circuito mesocorticolimbico,
entre ellas la amigdala que a su vez se conecta con el VTA 'y NAc. El VTA proyecta
eferencias dopaminérgicas a NAc, amigdala y mPFC. El NAc recibe aferencias
glutamatérgicas de mPFC y amigdala, con eferencias GABAérgicas a VTA y
amigdala. Las neuronas GABAérgicas en VTA exhiben disparos sostenidos a
frecuencias de ~60 Hz (Steffensen y cols., 1998; Cohen y cols., 2012). La
exposicion repetida al alcohol se asocia a disminucién de inhibicion GABA en las
neuronas dopaminérgicas (Brodie, M. 2002). Asi también el modelo intermitente de
toma de alcohol decrementa la regulacion GABAérgica del glutamato en el cuerpo
estriado dorsolateral (Adermark y cols., 2011). Retomando las aferencias vy
eferencias glutamatérgicas, existen receptores metabotropicos glutamatérgicos
(mGIuRs) en la amigdala, BNST, corteza prefrontal, hipocampo, NAc, VTA,
regiones hipotalamicas y talamicas cuya mencion es importante pues junto con los
receptores ionotropicos (AMPA y NMDA) median procesos de aprendizaje vy
memoria por la plasticidad sinaptica de los procesos de potenciacién a largo plazo
(LTP) y depresién a largo plazo (LTD) (Johnston, M. 2004). Estos dos procesos se

han relacionado con el desarrollo de la conducta motivante a la busqueda de la
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2.2,

droga. En un estudio de estimulacion por optogenética de Ma y cols. (2018)
encontraron que al inducir LTP con una frecuencia mayor a 50 Hz por 2 segundos,
se incremento un efecto a largo plazo en cuanto a un comportamiento de busqueda
de alcohol. Mientras que el protocolo para inducir LTD decrementa este

comportamiento.

Neurobiologia del uso de alcohol

El término adiccién se utilizé por primera vez a principios del siglo XX, dicho
término se asociaba a la dependencia a sustancias no aceptadas socialmente, por
lo que se le atribuyen connotaciones morales negativas, aunque ya describe la
capacidad de las drogas de producir deseo, tolerancia y abstinencia (Goodman A.,
1990). Por la misma época, se describidé a la dependencia como un conjunto de
conductas encaminadas al uso de una sustancia y de mayor saliencia respecto a
otras. La propuesta actual en el DSM V es denominar trastornos por uso de
sustancias (SUD, por sus siglas en inglés) al padecimiento que engloba los términos
que abordamos. Dentro de los SUD encontramos al trastorno por uso de alcohol
(AUD), este se caracteriza por el consumo de bebidas alcohdlicas que conlleva a
un deterioro o malestar significativo en un plazo de 12 meses (DSM V). En donde

aparecen al menos dos de los siguientes procesos:

- Frecuentes episodios de intoxicacion
- Preocupacién por el consumo

- Uso a pesar de las consecuencias

- Compulsioén a la busqueda

- Pérdida de control al consumo

- Estado emocional negativo en la ausencia del alcohol

El trastorno por uso de alcohol se puede analizar desde el contexto de la
propuesta de tres estados de la adiccidon (Koob y Volkow, 2016), con la
particularidad que es un reforzamiento negativo el que perpetua la toma de alcohol
hasta desarrollar un trastorno. (Noronhay cols., 2014). De manera que la respuesta
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al consumo aumenta al remover los estimulos negativos, por ejemplo: el dolor o los

estados negativos que aparecen al retirar la sustancia.

2.2.1. Atracoén/intoxicacion

Una propuesta para definir al atracon (binge) en humanos, es como la toma
de alcohol que eleva la concentracion en sangre hasta 0.08% gramos o mas, en
hombres adultos equivale a consumir 5 vasos y en mujeres 4 vasos (1 vaso = 14 gr
de concentracion etilica) en aproximadamente 2 horas segun el National Institute
on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA, 2004). Aunque una forma mas practica
en la actualidad es considerar al atracon como: la intencion de intoxicarse con
alcohol en un corto periodo de tiempo (Crabbe y cols., 2011). Los modelos
preclinicos de toma en atracon en animales como el “acceso intermitente a dos
botellas” (IA2BC), permiten valorar longitudinalmente: la toma compulsiva de
alcohol, el fenomeno de tolerancia y abstinencia similar a los observado en
humanos (Crabbe y cols., 2011). Es importante recalcar que en los modelos de
roedores el parametro de atracon depende de la cepa, la concentracion del alcohol
y el horario de la colocacion de las botellas. Para la rata wistar, por ejemplo, se
encontré que mantiene un consumo aproximado de 4.5 g/kg/24hrs después de un
proceso de abstinencia de una semana (Sinclair y Li, 1989). De manera general en
este estado se ubica el proceso de condicionamiento, asi como el de motivacion y

recompensa.

2.2.2. Abstinencia/efectos negativos

En este estado se encuentra involucrado el sistema que engloba a la
amigdala, compuesta por el nucleo basal de la estria terminal (BNST) y la zona de
transicion medial del NAc, como sustrato de procesamiento de excitacion y estrés
para producir los estados emocionales negativos que finalmente promueven el
reforzamiento negativo y posteriormente la adiccion al alcohol por medio de la
alteracion de la mediacion glutamatérgica (Kallupi y cols., 2014; McCool y cols.,
2010)
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2.2.3. Preocupacion/anticipacion.

Este estado es clave para definir al trastorno por uso de alcohol como un
padecimiento crénico, también se le atribuye esencial para entender el término
craving, o el anhelo compulsivo para consumir alcohol. Las estructuras que se han
relacionado a este estado son la corteza medial prefrontal, NAc, y nucleo palido

ventral cuyo neurotransmisor es el glutamato (Koob y Volkow, 2016).

2.2.4. Efectos del alcohol en el sistema mesocorticolimbico

Las alteraciones en el sistema mesocorticolimbico derivadas del trastorno por
uso de alcohol resultan en el compromiso de la habilidad para evaluar los riesgos y
recompensas relacionados al consumo (Bell y cols., 2006). Un estudio de
autoadministracion de alcohol en ratas en donde se administraban a VTA y NAc
revelo alteracion en los niveles de glutamato en ambas regiones (Alshehri y Sari,
2016). También se han encontrado alteraciones en la plasticidad sinaptica asociada
al receptor NMDA en el cuerpo estriado, amigdala e hipocampo (Moykkynen vy
Korpi, 2012). La amigdala regula los estados emocionales con la toma aguda y
cronica de alcohol alterando la mediacion glutamatérgica en estos procesos (Kallupi
y cols., 2014). El hipocampo y la corteza prefrontal medial (mPFC) son dos
estructuras que se encuentran altamente interconectadas ya que ambas participan
en el adecuado funcionamiento de la memoria de trabajo espacial (Noronhay cols.,
2014). En los roedores son frecuentemente utilizadas las tareas de memoria
espacial en correspondencia con la memoria de trabajo en los humanos, donde los
roedores deben usar la memoria de un lugar recientemente visitado para guiar su
toma de decisiones (Dudchenko, P. 2004). Estudios en humanos y otros animales
con exposicion crénica al alcohol, apoyan que ésta puede causar cambios
patoldgicos en los circuitos que involucran a PFC y por lo tanto comprometer la
habilidad para el procesamiento de informacion y la toma de decisiones,
especialmente en periodos de alta demanda cognitiva. (Chanraud y cols., 2010). La
activacion de las neuronas GABA en VTA altera directamente la actividad de las
neuronas DA en el mismo nucleo y en el NAc (Zessen y cols., 2012) que se

relacionan con conductas de recompensa y motivacion. Entonces la activacion
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puede inducir un comportamiento tipo anhedonia que resulta en aversion y
reduccion de los comportamientos motivantes a la busqueda a la droga a través
también de la inhibicion de las neuronas DA (Ungless y cols.., 2010).

La activacion de GABA también puede desencadenar una conducta de
aversion al condicionamiento de lugar (Tan y cols., 2012) que es importante
considerar por los posibles resultados en nuestras pruebas de comportamiento.

2.2.5. Modelos para el estudio del trastorno por uso de alcohol

Los modelos con otras especies animales para estudiar los trastornos por uso
de sustancias, como el alcohol, basan su validez en que se comparte los sustratos
neuroquimicos y neuroanatomicos presentes en los humanos. Una de las
evidencias de estudio en otras especies, son las intervenciones de terapia
farmacolodgica para el trastorno por uso de alcohol, cuyos hallazgos se trasladaron
a la clinica médica humana. (Spanagel, R. 2017). Lester y Freed (1973) y
posteriormente McBride y Li (1998) proponen criterios para considerar a un modelo
de consumo cronico de alcohol en otras especies no humanas, y son los siguientes:

1) Autoadministracion oral de alcohol bajo condiciones de libre eleccion.

2) La cantidad de alcohol consumido debe conducir a concentraciones

farmacolégicamente relevantes de alcohol en sangre (BAC).

3) El alcohol debe reforzarse positivamente de modo que el animal trabaje

para el acceso.

4) Se debe autoadministrar por sus efectos farmacologicos postingesta.

5) El consumo crénico conduce a una tolerancia metabdlica y funcional.

6) Tras el retiro de la sustancia apareceran signos fisicos de abstinencia.

7) Después del consumo cronico seguido por un estado prolongado de

deprivaciéon, se mostrara un comportamiento que se asocie a recaida.

En las propuestas de modelos que puedan cumplir con los criterios antes expuestos, se
han disefiado varias intervenciones, siendo uno de los mayores retos el mimetizar la
transicion de consumo bajo, moderado a excesivo y cronico (Carnicella, Ron y Barak.,

2014). Asi mismo la propuesta de Koob, G., (2016) describe al abuso de alcohol como
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un ciclo cerrado de intoxicacion, retiro, anhelo al consumo o ansias y recaida. Los
procedimientos de toma de alcohol desarrollados durante los afios 70’s (Wayner y cols.,
1972; Wise, 1973) mostraron que ciclos repetidos de eleccion de consumo de alcohol y
un periodo de retiro de este, conduce a un escalamiento del consumo de alcohol. En
relacion con el cumplimiento de los criterios, el consumo libre y ciclico permite el
cumplimiento de los 1, 4, 5, 6. En el estudio de Simms y cols., (2008) y Carnicella y cols.,
(2009) delimitaron que el consumo que tenian las ratas en los primeros treinta minutos
de exposicion al alcohol, se manifestaba en la concentracion en sangre de > 80 mg%
que corresponde al criterio deL National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism
(NIAAA) para intoxicacién aguda o toma en atracon., cumpliendo con el criterio 2.

2.3. Tratamiento farmacoldégico del trastorno por uso de alcohol

En la revision de McLellan y cols., (2000) del 40 al 60 por ciento de las
personas que son tratadas debido a un trastorno por uso de sustancias, sufren una
recaida antes del primer afio de seguimiento después del alta. El tratamiento actual
se conforma de psicoterapia y psicofarmacologia. Actualmente se encuentra en
estudio el uso de antidepresivos, estabilizadores del animo, anticonvulsivos,
bloqueadores alfa adrenérgicos, antipsicoticos y ansioliticos (Jonas y cols., 2014).
Sin embargo, son tres los farmacos aprobados por la FDA y son los siguientes:

Acamprosato - Modula la hiperactividad de los receptores glutamatérgicos
NMDA.

Disulfiram - Inhibe al aldehido deshidrogenasa (ALDH2) lo que provoca
acumulacion de acetaldehido durante el consumo de alcohol.

Naltrexona - Antagonista de los receptores opioides, se acopla
competitivamente a los receptores opioides bloqueando los efectos de

los opioides enddgenos como la  endorfina.
El blanco terapéutico de los farmacos considera algunos de los principios
neurobioldgicos que abordamos. Es de esperar que fueran eficaces por tal motivo,

sin embargo, no presentan un beneficio mantenido a largo plazo por lo que se ha

20



2.4,

vuelto una necesidad imperante un complemento terapéutico, como aquellos

derivados de la neuromodulacion.

Neuromodulacion

Segun la asociacion internacional de neuromodulacion (INS, por sus siglas en
inglés) se define como un campo de la ciencia, medicina y bioingenieria con
tecnologias implantables y no implantables, eléctricas o quimicas, con el propdsito
de mejorar la calidad de vida y funcionamiento de los humanos (Sakas y cols.,
2007). Holsheimer (2003) propone que para que una terapia se considere

neuromoduladora, debe de cumplir con las siguientes caracteristicas:

1. La terapia debe ser dinamica, continua o intermitente, y no un
procedimiento corto o no recurrente.

2. La actividad de las redes neuronales se afectara por la estimulacion
eléctrica continua o por la estimulacion neurofarmacolégica continua.

3. El efecto clinico es constantemente controlable por la variacién de uno o
mas parametros de estimulacion y esto a su vez por la necesidad de cada

paciente.

Un término derivado es la neuroestimulacion, que es el proceso o tecnologia
que aplica corrientes eléctricas en una variedad de parametros, a través de
electrodos implantados o no, para lograr una activacion o inhibicion funcional de un
grupo de neuronas, vias o circuitos (Krames y cols., 2009). Aun cuando existen
variaciones en los parametros de estimulacion y por tal motivo adquieran una
modificacion en su nombre, las técnicas principales son: estimulacion magnética
transcraneal (TMS), estimulacion transcraneal de corriente directa (tDCS),
estimulacién del nervio vago (VNS) y la estimulacion cerebral profunda (DBS)
(Klooster y cols., 2016).

Actualmente estan aprobados por la FDA la terapia con TMS para el
tratamiento complementario para la depresion mayor, migrafa y dentro de los TUS
para el tratamiento del trastorno por uso de nicotina. VNS para epilepsia y depresion
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resistente a farmacos. Y DBS para temblor esencial, distonia, desorden compulsivo
obsesivo y enfermedad de Parkinson (Edwards y cols., 2017). En los puntos que
siguen, se describira partiendo desde lo general los mecanismos propuestos de la
neuromodulacion y los hallazgos encontrados en la investigacion en los trastornos

por uso de sustancias.

2.4.1. Mecanismo de accién de la neuroestimulaciéon

En el estudio de Olds y Milner., (1954) concluyeron que la estimulacion
eléctrica en regiones cerebrales en ratas, producian un efecto en las adquisicion y
extincidén en la asociacion a los estimulos relacionados a la recompensa. Y aunque
han pasado mas de cincuenta afios desde esos experimentos, en la actualidad no
existe un consenso general sobre el mecanismo de accién de la neuroestimulacion,
mas si varias propuestas al respecto. En la revisién de Arango y Espinosa (2007)
realizaron una sintesis de estudios en animales no humanos, donde se encontré
que la estimulacion de alta frecuencia tenia efectos diferentes segun el area de una
neurona estimulada. Al estimular el soma, se altera el metabolismo y disminuye la
produccion de neurotransmisores. En el axon, se describidé un efecto de
interferencia donde se sugiere que existe una produccion mayor de GABA, por lo
que se facilita el efecto inhibitorio que generalmente media este neurotransmisor. Y
por ultimo encontraron que se puede modificar la sintesis de proteinas a distancia,
por ejemplo, del transportador de dopamina, facilitando los efectos que revisamos
media DA en los nucleos y circuitos.

Los efectos a largo plazo en la actividad neuronal dependen de los parametros
de estimulacion de la secuencia de pulsos de la estimulacion. Oberman, L. (2014)
sugiere que altas frecuencias de 5 a 25 Hz tienen un efecto facilitador con un
fendbmeno tipo LTP, mientras que las bajas frecuencias ~1 Hz reducen la
excitabilidad con un fenébmeno tipo LTD. También el estado de la actividad cortical
basal adquiere un papel importante por la interacciéon que tiene con los estimulos
externos de la estimulacién. Con base en lo anterior los efectos en la conducta
generados por TMS podrian ser debidos a estados dependientes de la actividad

cortical antes y después de la estimulacion (Diana y cols, 2017).
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La intensidad de la estimulacion es uno de los factores de mayor importancia,
si la intensidad es insuficiente no tendra efecto y si esta es de gran magnitud puede
provocar que todo tipo de neuronas disparen indiferentemente (Klooster y cols.,
2015). Es también relevante, considerar el umbral de disparo de las poblaciones
neuronales involucradas en el area de estimulacién por los efectos in situ de la
estimulaciéon per se. Cuando la intensidad de la estimulacion aumenta, las
interneuronas y las neuronas de la capa Il son activadas, pudiendo progresar el
estimulo trans sinapticamente a la capa V de neuronas piramidales, a través de un
mecanismo indirecto (I). Aumentando aun mas la intensidad, las neuronas
piramidales son activadas a través del cono axonico o el cuerpo del axon a través
de mecanismos directos (D) (Diana y col., 2017). Usualmente se utiliza la intensidad
de 300 mA a 600 mA (Temel y col., 2004) para obtener los efectos de los
mecanismos directo e indirecto.

El efecto secundario de la estimulacion se basa en la liberacién de
neurotransmisor y de la estimulacion de las células piramidales en el sitio primario
de estimulacién y por propagacion antidromica. Estas areas secundarias de
estimulacién presentan frecuentemente cambios plasticos de largo plazo (Bashir y
cols., 2011).

2.4.2. Efectos de la neuroestimulacion en trastornos por uso de sustancias

Actualmente, la TMS es la unica técnica de neuroestimulacion que ha sido
aprobada para tratamiento complementario del trastorno por uso de nicotina, dentro
de los trastornos por uso de sustancias. Sin embargo, los protocolos de estudios
que aplican las técnicas con fines exploratorios y terapéuticos han incrementado a
través de los afios.

Se encontré que la estimulacion eléctrica en areas relacionadas a la
recompensa activa fuertemente al sistema mesocorticolimbico, causando elevacion
dopaminérgica e incremento en la actividad neuronal en NAc y VTA, ambos
mediados por las inervaciones de las vias glutamatérgicas (Noronha y cols., 2014).
Segun lo abordado en la descripcidn del sistema, la exposicion repetida al alcohol

se asocia a disminucién de inhibicibn GABA en las neuronas dopaminérgicas
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(Brodie, M. 2002) y decrementa la regulacion GABAérgica del glutamato en el
cuerpo estriado dorsolateral (Adermark y cols., 2011) por lo que también se espera
un incremento en la disponibilidad de dopamina y glutamato, pero so6lo en el
consumo agudo, ya que en el consumo croénico la disponibilidad de DA disminuye
(Volkow, N., 2019).

Un area fundamental de los circuitos frontoestriatales y mesolimbicos es la
corteza prefrontal (PFC). También es el lugar mas habitual de colocacion de la
bobina en TMS para el tratamiento de trastornos neuropsiquiatricos; estos circuitos
estan implicados en comportamientos de recompensa y motivacion (Koob y cols.,
2013). Particularmente, la estimulacion magnética transcraneal repetitiva (rTMS)
sobre los circuitos de recompensa, pueden tanto sensibilizar como desensibilizar
respuestas relacionadas con el abuso de drogas. Addolorato y cols., (2017)
emplearon rTMS profunda en areas de la corteza dorsolateral prefrontal (DLPC) en
humanos con trastorno por uso de alcohol, y encontraron reduccion en la toma de
alcohol y aumento en el numero de dias de abstinencia. Ferenczi y cols., (2016)
compara dos técnicas de estimulacién (Figura 1), la optogenética y la TMS, en
donde estimul6 las areas analogas en humanos DLPFC y en ratas mPFC o Iébulo
prelimbico (PL) (Paxinos y Watson 2007), el resultado en ambas especies fue la
disminucién de la busqueda compulsiva de cocaina. Por otro lado, la estimulacion
hippocampal reinstala la autoadministracion de cocaina en ratas (Vorel. y cols.,
2001). Y la estimulacion hipotalamica disminuye los niveles de GluR1 en el VTA
(Carlezon y cols., 2001) al contrario de la accion misma de la cocaina que
incrementa los niveles de GluR1 en el VTA (Lu y cols., 2003).

Figura 1. Circuito subcortical de recompensa en ratas y humanos.
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Comparacion de las areas analogas a en el sistema mesolimbico en la rata y humano. (Adaptada de
Ferenczi y col., 2016). La bobina de estimulaciéon de TMS se coloca en una zona donde se estimula
DLPC. Esta area a través de proyecciones glutamatérgicas, se comunica con NAc y DS, estas ultimas
se consideran el circuito subcortical de recompensa. Que también se comunica a través de proyecciones
dopaminérgicas con VTA y SN. A la izquierda se muestran las areas analogas en roedores, que se
estudiaron a través de la técnica de optogenética.

Otra modalidad de la estimulacion eléctrica, que se ha aplicado para valorar
su eficacia en el trastorno por consumo de alcohol, es la DBS. Esta técnica requiere
de una cirugia para la implantacion de electrodos de estimulacion, y se ha utilizado
eficazmente para el tratamiento de trastornos del movimiento y enfermedad de
Parkinson (Wichmann y Delong 2006). También se propone como tratamiento
alternativo complementario a distintos trastornos neuropsiquiatricos como los
trastornos por uso de sustancias (Lozano y Lipsman., 2013). Laxton y cols., (2010)
proponen que la eficacia terapéutica se acompafa de remodelacion
neuroanatomica, es decir, cambios en las estructuras cerebrales como la
vasculatura, densidad sinaptica o neuronal. Por ejemplo, en el estudio de Sankar y
cols., (2014) se encontro que, en dos pacientes con diagnostico de enfermedad de
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Alzheimer, que se trataron con DBS sobre el fornix, presentaron un aumento del
volumen del hipocampo y mejoria clinica, que proponen se debid a la generacion
de nuevas y funcionales neuronas hipocampales.

Asi mismo, en el estudio de Chakravarty y cols., (2016) se implantaron
electrodos para la estimulacion profunda de la corteza prefrontal ventromedial, con
la finalidad de explorar el efecto de la implantacion y estimulacion/simulacion
(sham) en ratones de 8 a 9 semanas de edad. Encontraron que, tanto en la
estimulacién activa como en la simulada, existieron cambios al nivel de las
conexiones sinapticas. A la estimulacion activa se revel6 un remodelamiento de la
estructura de la vasculatura, de manera que el diametro de los vasos aumento.
También encontr6 aumento de volumen en los sujetos que recibieron la
estimulacién, suponen que el reordenamiento neuroanatémico ocurre también en
sitios alejados pero conectados en redes a través de multiples sinapsis (Stone y
cols., 2011).

En un reporte de caso en el que se implantaron electrodos para la estimulacion
profunda en NAc, con la finalidad terapéutica de tratamiento de trastorno depresivo
mayor y con una comorbilidad secundaria de trastorno por uso de alcohol, se
encontrd que la persona presentd mejoria en la comorbilidad secundaria mas no en
sus sintomas depresivos (Kuhn y cols., 2007). En el estudio voluntario de Voges y
cols., (2013) de cinco pacientes con trastorno por uso de alcohol, se estimul6 de
manera bilateral a NAc con DBS encontrando mejoria en las ansias por consumir
en todos los pacientes y en dos de ellos una abstinencia superior a cuatro afios de
seguimiento.

Levy y cols., (2007) postularon que la estimulacion eléctrica intracraneal
repetitiva (ICES), que es como llamaron a su estimulacion cortical con electrodos
implantados, sobre areas relacionadas al circuito de recompensa en ratas macho
Sprague Dawley entre los 250-350 gr, disminuiria el reforzamiento, busqueda vy
consumo de cocaina. Las areas elegidas fueron hipotalamo lateral (LH) y PFC
segun Paxinos y Watson (1998). En el protocolo de estimulacion utilizaron
frecuencias altas de 100 Hz y 20 Hz, esta segunda comunmente utilizada en TMS

en humanos, sin encontrar diferencias significativas en el uso de una sobre la otra.
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Respecto al consumo de cocaina, encontraron que al estimular la PFC revierten la
sensibilizacion psicomotora, y disminuye la autoadministraciéon y busqueda de
cocaina.

Por la evidencia consultada, NAc y PFC (PL o mPFC en ratas) (Laubach y
cols., 2018) son areas que prometen ser blancos terapéuticos para los trastornos
por uso de sustancias.

Por los antecedentes descritos, la propuesta de este estudio radica en
estimular eléctricamente y focalizada un area esencial del sistema de recompensa,
elegida la corteza prelimbica, con el supuesto de generar un efecto sobre el

consumo de alcohol en un modelo crénico a libre eleccidn.

3. Justificacion

Las indicaciones de las terapias de neuromodulacién por estimulacién
eléctrica en general son limitadas por la falta de consenso general a los efectos que
genera. Actualmente se utilizan como terapia complementaria en diversos
trastornos neuropsiquiatricos. En el trastorno por uso de alcohol no se ha
implementado la neuromodulacion como terapia complementaria. Es asi como, en
este trabajo se planted explorar si disminuye el consumo de alcohol crénico en un
modelo preclinico al estimular un area fundamental del circuito mesocorticolimbico
en un modelo, con la finalidad de aportar evidencia a la opcion terapéutica que

conlleva al establecimiento de esta como opcion terapéutica en la clinica.

4. Pregunta de investigacion

Si uno de los componentes del trastorno por uso de alcohol es el procesamiento
inadecuado de la recompensa ¢ Estimular eléctricamente y focalizada en un area
esencial del sistema de recompensa podra disminuir el consumo de alcohol en

sujetos que se haya establecido un consumo voluntario crénico?
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5. Hipotesis

La estimulacién eléctrica focal repetitiva en corteza prelimbica reducira el consumo

de alcohol en ratas Wistar en un modelo de consumo voluntario crénico.
6. Objetivos

6.1. Objetivo general
Determinar si la estimulacién eléctrica focal repetida crénica en la corteza
prelimbica, disminuye el consumo de alcohol en ratas que se encuentren en un

modelo preclinico de alcoholismo voluntario.

6.1.1. Objetivos especificos.

o Desarrollar un modelo de intervencién in vivo de estimulacién eléctrica focal
repetitiva en la corteza prelimbica en ratas, que sea compatible con el
resonador magnético Bruker 7T y el modelo de alcoholismo.

o Valorar si existen cambios en el consumo de alcohol y otros cambios
conductuales resultantes de la intervencion con estimulacion eléctrica focal

repetitiva cronica.

7. Sujetos y materiales.

Este es un estudio exploratorio a descriptivo que se llevdé a cabo en las
instalaciones del Instituto de Neurobiologia en Juriquilla, Querétaro. En los
laboratorios A-15, C-13 y B-03, asi como la Unidad de Analisis Conductual y cuartos
experimentales del Laboratorio Universitario de Bioterio.

7.1 Sujetos
Los sujetos experimentales son ratas albinas de la cepa Wistar (rattus norvegicus
albinus) de 21 dias de edad, los cuales fueron obtenidos del bioterio del Instituto

de Neurobiologia. Alojadas en condiciones de temperatura controlada (21 + 2°C),
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con alimento libre a demanda, en condiciones de ciclo invertido oscuridad/luz de
12 horas, en grupos de 4 por caja de policarbonato. Son separadas
individualmente a la edad de 25 dias para iniciar la habituaciéon a dos bebederos
antigoteo de 125 ml (RedKit).

7.2. Materiales

7.2.1 Modelo preclinico de consumo de crénico de alcohol (IA2BC)
1) Bebederos antigoteo de 125 ml marca RedKit
2) Cajas de policarbonato para alojamiento individual

3) Cuarto de alojamiento con ciclo de luz invertido 12 h oscuridad/luz

7.2.2 Modelo de estimulacion eléctrica focal repetitiva
1) Electrodos monopolares de carbono compatibles con el resonador
magnético.
2) Unidad de aislamiento de estimulos (SIU) GRASS
3) Estimulador de pulsos cuadrados GRASS S48

7.2.3 Valoracion conductual
1) Laberinto en cruz elevado
2) Caja de policarbonato para prueba de Reconocimiento de Objeto
Novedoso.

8. Métodos

Este trabajo forma parte del proyecto: “Neuromodulacion como intervencion
terapéutica en uso de sustancias: efectos y mecanismos de accion" aprobado por
el Comité de Etica en Investigacion del Instituto de Neurobiologia con el nimero
119.A, el cual se apega a las siguientes normas nacionales:
1) Norma Oficial Mexicana “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio” (NOM-062-ZO0-1999).
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2) Declaracion mexicana y principios basicos de la experimentacion en
animales de la Comision Nacional de Bioética de 1993.

3) Reglamento de la ley general de salud en materia de investigacion para la
salud, Titulo Séptimo.

Y los siguientes normas y guias internacionales:

1) Directiva del parlamento europeo y del consejo relativa a la proteccion de
los animales utilizados para fines cientificos 2010/63/UE.

2) Politicas para el uso de animales y humanos en la investigacion de
neurociencias, Society for Neuroscience, 1991.

3) Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, Institute of
Laboratory Animal Resources Commission on Life Sciences National
Research Council, 1996.

8.1 Pilotos

8.1.1. Pilotos del modelo de alcohol intermitente de eleccion a dos botellas (IA2BC).

Fue necesario elegir la concentracion de alcohol que para el protocolo del
IA2BC (ver en 8.3) debido a las diferentes posturas sobre la edad ideal de los
sujetos y la concentracién de las soluciones de alcohol ofertadas. Segun Murphy
y cols., (1986) al evaluar a la cepa con preferencia al alcohol encontraron que
preferia concentraciones de solucion de alcohol mayores al 30%. Por el
contrario, la cepa no preferente, reaccionaba de forma aversiva a
concentraciones mayores al 10%. Por el contrario, Wise y cols., (1973) reporto
gue una solucién al 20% en ratas Wistar no preferentes, al presentarla de manera
intermitente, es decir un dia si y otro no, obtuvo mejores resultados en
comparacion con otros esquemas. En la revision de Bell y cols., (2014)
encontraron que a la edad de las ratas analogas a la peri-adolescencia humana,
el consumo era mayor por 2 g/kg/sesion en adultas, asimismo, el consumo en la
fase de oscuridad del ciclo invertido. Por lo anterior, se realizaron cuatro

experimentos con las siguientes condiciones:
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Experimento 1 — Consumo de alcohol al 20% en ratas Wistar adultas (Adultas
20%)

Sujetos: 2 ratas wistar macho (P76) y 2 ratas wistar hembra (P75). Alojadas
desde su nacimiento y destete (P21) en el bioterio del Instituto de
Neurobiologia. Sesiones: 20 sesiones con toma de alcohol de 45 dias totales.
Experimento 2 — Consumo escalonado de alcohol al 20% en ratas Wistar con
inicio en la adolescencia (Teen 20%)

Sujetos: 1 ratas wistar macho (P69) y 2 ratas wistar hembra (P69) Alojadas
desde su nacimiento y destete en el bioterio del Instituto de Neurobiologia.
Sesiones: 10 sesiones con toma de alcohol de 23 dias totales

Experimento 3 — Consumo de alcohol al 10% en ratas Wistar adultas (A 10%).
Sujetos: 3 ratas wistar macho (P75) y 3 ratas wistar hembra (P75). Alojadas
desde su nacimiento y destete en el bioterio del Instituto de Neurobiologia.
Sesiones: 6 sesiones con toma de alcohol de 14 dias totales

Experimento 4 — Consumo de alcohol al 10% en ratas Wistar adolescentes
(Teen 10%)

Sujetos: 3 ratas wistar macho (P45) y 3 ratas wistar hembra (P45). Alojadas
desde su nacimiento y destete en el bioterio del Instituto de Neurobiologia.
Sesiones: 6 sesiones con toma de alcohol de 14 dias totales

Como resultados de nuestros experimentos (Figura 2), se eligio la

concentracion de alcohol usada en Simms y cols., (2008) y la edad de inicio resulto
de acuerdo con Bell y cols., (2014) en ratas jovenes con una edad de 45 dias.
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Figura 2. Resultados de consumo de los pilotos de edades y concentraciones de soluciones

Grupos

B Acuitas 10%
B Acuitas 20%
. Jovenes 10%
. Jovenes 20%

' . 1 L
Adultas 10% Adultas 20% Jovenes 10% Jovenes 20%

de alcohol.

w
'

2-

1=

Toma principal de alcohol en gr a las 24 hrs

0-

En esta gréfica de barras se muestra el consumo promedio con barras de error estandar en gr/kg/24 hr
de los grupos de ratas de izquierda a derecha en edad de P75 (Adultas 10%) P76 (Adultas 20%) P69
(Jovenes 10%) P45 (Jovenes 20%).

8.1. 2. Piloto de creacion de electrodos para la estimulacion eléctrica.
Previo a la reproduccién de electrodos de carbono, se elabord electrodos de
tungsteno y plata, mismos que se descartaron al realizar pruebas de compatibilidad
y generacion de artefactos con el resonador magnético Bruker 7T que cuenta el
INB, ya que es uno de los objetivos a corto plazo es realizar los analisis de las

adquisiciones por resonancia magnética estructural y funcional.
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Figura 3. Prueba de materiales Figura 4. Resonancia magnética con artefacto

para electrodos de estimulacion por electrodo.

Electrodos bipolares de fibras Resonancia magnética en secuencia de
trenzadas de plata y tungsteno de localizador de cerebro ex vivo de rata Sprague
0.35 mm de diametro, con Dawley. Sefialado con una flecha se nota la fibra
conectores de oro. de un electrodo de tungsteno que fue

implantado. Se le llama artefacto a la senal
incrementada de las dimensiones reales del
objeto. No se realiz6 un analisis detallado al
respecto.

8.1.3. Piloto de cirugia de implantacion de electrodos.

Se utilizo la cirugia de Santana-Chavez y cols., (2020) de fijacién de placa de
semi-restriccion, para la implantacion de electrodos bipolares de tungsteno y plata
bilaterales (Figura 6). Sin embargo, esta intervencion requirié ser modificada pues
los sujetos perdian el electrodo a la manipulacion y el tiempo de recuperacion de la
cirugia era de aproximadamente 10 dias. El procedimiento que se utilizé para la
implantacion de electrodos de carbono se describe mas adelante.

Por otro lado, las coordenadas de implantacion fueron AP (3.2) ML (£0.95) DV
(3.7), en donde la coordenada ML tuvo un ajuste de 0.55 debido a dificultades para
el control de sangrado activo en sujetos destinados a pilotos de eleccion de cirugia

de implantacién.
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Figura 5. Rata wistar con electrodo implantado de tungsteno

Figura que representa a rata con electrodo de tungsteno implantado. Se realizo la cirugia de implantacion
segun Santa-Chavez y cols., (2020) con cemento dentar que sobresalia sobre el craneo. El cuero
cabelludo previamente afeitado, era unido al concluir la implantacién con sutura de seda 2-0.

8.2. Modelo IA2BC

El procedimiento de acceso intermitente de eleccidn a dos botellas (IA2BC)
que se se utilizé es una adaptacion de Simms y cols., (2008). La eleccion del IA2BC
se debe a las caracteristicas valoradas por Kuhn y cols., (2019) que le confiere ser
de acceso intermitente, este permite: 1) toma en escalamiento 2) captura el patrén
temporal de consumo observado en humanos 3) mayor motivacion para conseguir
la droga 4) buena validez aparente que permite el incremento del consumo
voluntario. Y la eleccion a dos botellas, por su lado es: 1) facil de instaurar 2) buena
correlacion entre la toma y la concentracion en sangre 3) buena validez aparente.

Las ratas con edad de 21 dias postnatales (P21) se alojaron en grupos de 4
por caja de policarbonato, en ciclo invertido 12 horas (oscuridad/luz). En P25 se
alojan individualmente, pues se reporta que el aislamiento social incrementa el
consumo de alcohol en el IA2BC en ratas (Weiner y cols., 2013). También se inicia
la habituacion a 2 botellas (bebederos Redkit de 125 ml) con boquilla metalica
antigoteo. El paradigma de IA2BC inicia a la edad de 45 dias (P45) y tiene una
duracion total de 45 dias (6 semanas 3 dias) donde de manera intermitente se
presentan 20 sesiones (sesiones EtOH) de 24 horas (lunes - miércoles - viernes)
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con acceso ilimitado a la eleccién de 2 botellas con un volumen de 100 ml de
solucion al 20% alcohol (96% v/v) y 100 ml de agua.

Figura 6. Protocolo de IA2BC

Acceso intermitente de eleccién a dos botellas (IA2BC)’
P21 o P90

Inicia IA2BC
P25 P45 P47 P49
Habituaciéon Eleccién 24 h Eleccién 24 h Eleccién 24 h

a2botellas *EtOH - *H20 EtOH - H20 EtOH - H20
0000000000000 00000000000000000000000

Sin
intervencién
Eleccién 24 h Eleccién 24 h Eleccién 48 h
H20- H20 H20- H20 H20- H20

Habltuaci6n al Sesién 1 Sesién 2 Sesién 3
Cicloinvertide "~ erom EtOH EtOH Domingo = Sesion  Sesién  Sesion  Sesién  Sesion  Sesién
Alojamiento Lunes Miércoles Viernes 4:6 7:9 10:12 13:15 16:18 19:20
individual Martes Jueves Sdbado EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
Semana 1 Semana2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana6 3dias

Ciclo invertido = [ A2 horas / Luz 12 horas
*EtOH = 100 ml de solucién de alcohol (96% v/v) al 20% en agua 1. Adaptado de Simms y cols., 2008

*H20 =100 ml de agua

El protocolo inicia con la obtencién de la muestra en la edad de 21 dias. A los 25 dias de edad posnatal
(P25) se realiza la habituacién a dos botellas, ciclo invertido y el alojamiento individual en las cajas de
policarbonato. A los 45 dias de edad, inicia el IA2BC, que se compone de 45 dias totales (linea punteada
gris) con 20 sesiones de 24 horas de acceso ilimitado (Sesién EtOH) con eleccion entre una botella con
100 ml de solucién al 20% de alcohol (96% v/v) y una botella con 100 ml de agua en el transcurso de 6
semanas y 3 dias (dias lunes - miércoles - viernes).

8.2.1. Variables de consumo de alcohol
Los datos resultantes de las pruebas conductuales de consumo de alcohol

seran analizados en T1y T2, estos seran los siguientes segun Simms y col., (2008):

e Toma principal de alcohol a las 24 horas
- Medida del consumo de alcohol a las 24 horas con unidades de g/kg/24hrs.
- Los gramos consideran la medida inicial del bebedero de alcohol y a las 24
horas, multiplicado por el peso de la rata correspondiente expresada en
kilogramos.

e Toma total de fluido alcohol
- Medida del consumo de alcohol a las 24 horas en unidades de ml/kg/24

horas.
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- 100 ml de EtOH al 10% significan un peso de 98.0608 gr
- 100 ml de EtOH al 20% significan un peso de 96.1216 gr

8.3. Diseno experimental

Se realizé un estudio longitudinal con grupo control (sham) (Figura 7). El tiempo 1
(T1) inicia con la separacion de crias de sus madres a los 21 dias. En P35 se inicid
la habituacion a las dos botellas segun el (IA2BC) de Simms y cols., (2008). La
prueba de condicionamiento inicié a los 45 dias de edad de la rata (P45). EIl
modelo tuvo una duracion de 45 dias que se compone de 20 sesiones, en las que
se ofrecio una botella con 100 ml de solucion de alcohol al 20% y otra con agua.
Tiempo 2 (T2) inicia al término del modelo y la cirugia de implantacion de los
electrodos para la estimulacion en P90. Fueron 5 dias de recuperacion de la
cirugia y la aplicacion de pruebas de comportamiento para valorar el posible efecto
de la cirugia per se. En P110 que da inici¢ al tiempo 3 (T3). En T3 inicia la
estimulacién eléctrica que comprende las sesiones 5:10 de la reexposicion a
alcohol. Se realiza una tercera valoracion con LEC en P138 y se concluye el IA2BC
en la modalidad de recaida en P144 al completar la sesion 15 de exposicion.

Figura 7. Disefio experimental.

P21 : P36 P45 P90 P11 0 Acceso intermitente a dos botellas P144
1 Cirugia de implantacién P100 (1A2BC)
Pruetbas de . de electrodos Pruebas de P120 P132  P138
comportamiento: comportamiento: Sesion 5 Sesi6n 10 Sesi6n 15
- LEC Acceso " P - LEC EtOH EtOH EtOH
intermitente a dos a v . »
¥ botellas (1IA2BC) ¥ > -NOR Estimulacién
‘ eléctrica
20 sesi int itent 20 dias de abstinencia
seswnesmerml‘enes e0cccccccscccccccsccsccoe Prueba de
de EtOH en 45 dias comportamientof
-LEC
Modelo Abstinencia Recaida
T >[ T :>‘ 13 >

T1 corresponde al tiempo que engloba la instauracion del IA2BC. T2 separa el periodo de 20 dias de
abstinencia. T3 corresponde a la fase del modelo donde habitualmente se observa el fenémeno de
recaida. P = Edad postnatal en dias. EtOH = Etanol al 20%.
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8.4. Cirugia de implantacién de electrodos

8.4.1.

Electrodos de estimulacion

La construccion de los electrodos monopolares de carbono se basé en el
disefio de Gallino y col. (2019). Los electrodos se forman de una fibra intracraneal
con un diametro de 0,25 mm y una fibra extracraneal de 2 mm de diametro. La fibra
intracraneal se aisla con caucho en aerosol (Plasti Dip) y ambas fibras se unen con
un epoxi de carbono que tiene la capacidad de conducir entre las dos fibras. Cabe
destacar que las dimensiones del electrodo se adaptaron por primera vez a las ratas
wistar (Figura 8).

Las fibras de carbono se caracterizan por su alta resistencia, peso ligero y
baja densidad. Se constituyen de 900 GPa, con una conductividad térmica de 1000
W/mK y una conductividad eléctrica de 106 S/m (Zhao y col., 2019). Como
conductor eléctrico el carbono dista de la conductividad de los metales, sin
embargo, al ser una fibra flexible pero resistente, permite ser implantado en la
corteza con el minimo insulto. Ademas, se asemeja a las propiedades magnéticas
del tejido cerebral, por lo que el artefacto secundario a la adquisicion de la imagen
por resonancia magnética es disminuido (Chakravarty y col., 2016). Posteriormente
se implantaron, mediante cirugia estereotaxica, los electrodos en la region
prelimbica (PL) segun Paxinos (2007), que corresponde con un area fundamental
del sistema mesocorticolimbico y frontoestriatal.

Figura 8. Morfologia del electrodo monopolar de carbono.

Electrodo monopolar de carbono formado por dos fibras con diametros de 2 mm y 0.25 mmy
recubierto con PlastiDip y cemento dental (Gallino y cols., 2019).
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8.4.2 Coordenadas de estimulacion

Las coordenadas modificadas (Figura 9) para la implantacion de electrodos se
basan en las utilizadas por Levy y col., (2007) que corresponden al I6bulo
prelimbico (PL) también llamada mPFC, por su analogia con la corteza humana.
Se utilizé la torre del aparato estereotaxico para dirigir el electrodo sobre las
coordenadas de implantacion, realizar el marcaje de la zona. También se ajusta
la posicion de la cabeza del roedor, segun lo recomendado en Paxinos y Watson
(2007).

Figura 9. Coordenadas de implantacion.

= % Figure 10

Interaural 12.24 mm Bregma 3.24 mm

Con un punto rojo se sefalan las coordenadas AP (3.2) ML (£0.95) DV (3.7) bilaterales de
implantacion de los electrodos segtin el atlas Paxinos y Watson (2007).

8.4.3. Cirugia estereotaxica.

En los siguientes apartados se utilizaron las referencias sobre la intervencion
quirurgica de Sanchez-Chavez y cols., 2020; Rigalli y Loreto, 2016; Matsumiya y cols.,
2012.
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8.4.3.1. Preparacion para anestesia.

Para inducir la anestesia profunda es necesario para esta intervencion
quirurgica, se indujo la anestesia en una camara de induccion con isoflurano
vaporizado al 5%. Con la ausencia de reflejos de retiro al dolor y la disminucién de
la frecuencia respiratoria. Se coloco en decubito supino cuidando su via aérea. Esta
ultima se mantiene permeable gracias a la barra de inmovilizadora de incisivos y
los lapices de posicion intra-aural (Figura 10). Posteriormente se administran
lagrimas artificiales sobre los ojos, y se cubren con una gasa. Continuando con la
administracion subcutanea de 0.3 ml de lidocaina al 0.5% en el area donde sera la
incision. Intramuscularmente se administra meloxicam en una dosis de 0.3 ml/kg y

solucion salina 1 ml subcutanea entre los omoplatos.

8.4.3.2. Implantacion de electrodos.
Después de la preparacion inicial, se asegura que la rata esté en un estado
de anestesia profunda y que sus parametros fisiol6gicos no demuestren datos de
dificultad respiratoria (frecuencia cardiaca menor a 20 rpm). A continuacion, se

enumeran los pasos de la cirugia:

1) Iniciar con una incision en la linea media con ayuda de un bisturi, de
aproximadamente 2 cm. Con exposicion de las suturas bregma vy
lambda. Y retraer la piel con ayuda de un retractor. Con un
periostotomo se separa la aponeurosis del craneo (Figura 10).
Seguido de la limpieza y control de sangrado del craneo.

2) Aplicar pegamento N-butil 2-cianocrilato sobre el craneo limpio y
seco, y esperar 10 min. Instalar la torre del aparato estereotaxico
con los electrodos. Ajustar la posicion de la cabeza del sujeto
alineando bregma y lambda. Marcar las coordenadas donde se
realizaran cuatro trépanos (dos por bregma y 2 por lambda) con el

taladro dental (Figura 11).
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3) Después de los trépanos colocar los tornillos de nylon en los
trépanos posteriores cercanos a lambda. Seguido de los electrodos
que se colocan con ayuda de la torre estereotaxica (Figura 12). Se
fijan con ayuda de cemento dental y Metabond.

4) Dejar secar los pegamentos por 10 a 15 minutos, después suturar
con nylon 3-0 alrededor de los electrodos. Se concluye aplicando
nuevamente meloxicam y un unguento antibiético de nitrofurazona
en la zona de la piel (Figura 13).

5) Se revisa la resistencia de los electrodos, asi como puedan ser
conectados a través de las pinzas caiman (Figura 14).

Figura 10. Rata en base para cirugia Figura 11. Preparacion del craneo y control
estereotaxica. de sangrado local.

-

'/
<t
i

o

Rata bajo anestesia vaporizada con isoflurano 3%, Incisién en cuero cabelludo en la sobre la linea

en base de marco estereotaxico con fijacion de media siguiendo la direccion de la sutura media

cabeza y cojin caliente bajo el cuerpo. sagital. Legrado de aponeurosis de craneo y
limpieza con hisopos.
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Figura 12. Marcaje de coordenadas Figura 13. Trépanos en craneo

Marcaje de coordenadas de implantaciébn de Trépanos en craneo que corresponden al sitio de

tornillos de nylon y electrodos de carbono al entrada para la implantaciéon cortical de los

microscopio, dirigido por torre de marco electrodos. También son visibles los tornillos de

estereotaxico. nylon que son colocados para mantener fijas las
fibras al craneo y mantener su cronicidad.

Figura 14. Rata con electrodos de carbono implantados bilaterales y conectado a estimulador
mediante pinzas caiman.

8 4

Figura representativa de rata wistar con electrodos de carbono implantados bilateralmente y conectados
a un estimulador eléctrico GRASS SIU con pinzas caiman.
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8.5. Estimulacion

Al concluir el modelo IA2BC de 20 sesiones y la abstinencia de 20 dias, que
corresponden a los tiempos 1y 2 (T1 y T2), inicia el tiempo 3 (T3) en el cual se
reinstala el IA2BC con 15 sesiones de oferta de alcohol y el tratamiento de

estimulacion activa/sham. El tiempo 3 se representa en la Figura 15 a continuacion.

Figura 15. Cronograma de estimulacion eléctrica e IA2BC durante T3

Estimulacion eléctrica focal repetitiva

P110 10 dias de estimulacion P144
P120 P122 P125 P127 P129 P132
Eleccién 24 h Eleccién 24 h Eleccién 24 h Eleccién 24 h Eleccién 24 h Eleccién 24 h
Inicia IA2BC*  *EtOH - *H20 EtOH - H20 EtOH - H20 EtOH - H20 EtOH - H20 *EtOH - *H20
Eleccién 24 h Eleccién 48 h Eleccién 24 h Eleccién 24 h Eleccién 48 h P1 38
¥ H20-H20 H20- H20 H20- H20 H20- H20 H20- H20 Valoracién

conductual

Sesion 1:4 Sesion 5 Sesion 6 Sesion 7 Sesion 8 Sesion 9 Sesién 10 Sesion 12 Sesién 15
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH
'
. . . " LEC*
IA2BC = Acceso intermitente de eleccién a dos botellas.

*EtOH = 100 ml de solucion de alcohol (96% v/v) al 20% en agua
*H20 = 100 ml de agua
*LEC = Laberinto Elevado en Cruz.

Disefio del cronograma para la estimulacion eléctrica focal repetitiva que consta de 10 dias con una
sesibn diaria de 10 minutos, dicho periodo se muestra dentro del rectangulo azul entre los dias 120 y
132 de edad de la rata. En total son 15 sesiones donde existe una botella de agua y una de alcohol

(EtOH - H20) para elegir tomar, se muestran en azul. Entre cada una de estas sesiones se les ofrece
dos botellas de agua (H20 - H20).

8. 5. 2. Parametros de estimulacion

Sesiones de 10 minutos por 10 dias consecutivos conformados por 100 pulsos
(duracion = 0.2 ms intensidad = 400 pA) a frecuencia alta de 20 Hz en trenes de 10
pulsos con duracion de 2 segundos y un intervalo inter-tren de 20 s (Levy y col.,
2007; Gersner y col., 2010; Moshe y col., 2016).
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Figura 16. Disefio de estimulacion eléctrica

\ Tren de estimulacién 20 Hz [

0.2 us

}—

Inter-tren 20 s

400 pA.

L 4
L 4

2 segundos

Con los parametros de 100 pulsos (duracion = 0.2 ms, intensidad = 400 uA) alta frecuencia de 20 Hz,
en trenes de 10 pulsos cada 2 segundos con un intervalo inter-tren de 20 s. Tras la eleccion del
electrodo de carbono, el protocolo de investigacion se llevé a cabo durante 10 dias consecutivos por
10 minutos. (Levy y col., 2007; Gersner y col., 2010; Moshe y col., 2016).

La intensidad de 400 pA requiere de un calculo mediante la formula de la ley
de ohm por su sujeto, que considera la resistencia del electrodo implantado, asi
como se muestra a continuacién, donde V es el voltaje necesario para lograr una
intensidad de corriente de 400 pA a través de una fibra cuya resistencia varia en
funcién de su construccion.

V=1IR
V = (400uA)(2KW)

V = (0.0004A)(2000W) V = 0.8 V/

8.6. Conducta

La naturaleza multifactorial del trastorno por uso de alcohol (Volkow N., 2000)
permite por medio de la valoracion de la conducta, conocer los rasgos que pueden
llevar al consumo exacerbado. Por ejemplo, en el estudio de Bahi A., (2013)
relaciono a los sujetos con rasgos de ansiedad alta, valorada con el laberinto en
cruz elevado, con un mayor consumo de alcohol. Respecto a la tarea de
reconocimiento de objeto novedoso, se usa para describir mecanismos

relacionados con el proceso de adquisicion del aprendizaje y la evocacion de la
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memoria (Warburton y Brown, 2015). Segun Chanraud y cols., (2010) en humanos
con exposicion cronica al alcohol, surgen procesos patoldgicos en los circuitos
cerebrales, que comprometen precisamente la habilidad para el procesamiento de
informacion y la toma de decisiones, especialmente en periodos de alta demanda
cognitiva. Es por esto, en donde radica la importancia de valorar la conducta de los
sujetos bajo el modelo preclinico. También en aquellos sometidos a cirugia de
electrodos, es importante conocer que el electrodo per se, sea la razén de un
cambio de conducta hacia el consumo de alcohol.

8.6.1. Pruebas de comportamiento

En el tiempo 1 (T1) y 2 (T2) seran valoradas conductualmente con las siguientes
pruebas.
o Tarea de reconocimiento de objeto; novedoso y cambio espacial. Para la
valoracion de memoria de tipo espacial (Warburton y Brown, 2015).
o Laberinto elevado. Para valorar aprendizaje espacial y memoria (Sharmay
cols., 1992).

8.6.1.1. Reconocimiento de objeto novedoso.

La prueba se realiza durante el tiempo de abstinencia en T2. Consiste en una
habituacién de 3 minutos en una caja facilitada por la unidad de conducta del INB.
Donde se colocaron dos objetos con las mismas caracteristicas fisicas como lo
fueron frascos de vidrio con tapa de aluminio. Y una prueba de 5 minutos donde se
intercambié uno de esos frascos por otro objeto con los mismos materiales y
dimensiones similares, pero de una forma diferente, como lo fue una bombilla
(Tress y cols., 2012). En esta prueba se valora la capacidad de discriminacion de
un objeto nuevo sobre un objeto familiar. Para lo cual se extrajo la proporcidén de

discriminacion (discrimination ratio, en inglés) con la siguiente formula:

Tiempo explorando el objeto novedoso
Tiempo explorando objeto novedoso + Tiempo explorando objeto familiar

Proporcion de discriminacion =
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8.6.1.2. Laberinto Elevado en Cruz

La prueba de laberinto elevado en cruz (LEC) se lleva a cabo en 2 tiempos
para las ratas que fueron expuestos a la eleccion de alcohol, y en 3 tiempos para
aquellas que formaron parte de los grupos de tratamiento. Para ambos casos, T1
corresponde a la valoracién previa exposicion al alcohol. Por otro lado, T2 responde
al tiempo en el cual se inicia la abstinencia al alcohol, que es el tiempo de
recuperacion del grupo de cirugia. En T3 se realiza después de la adquisicién de
resonancia magnética, que coincide con el ultimo dia de estimulacion eléctrica
activa y sham. La intencién de aplicar LEC en tres tiempos, surge desde que se
propone puede aportar datos sobre los efectos sobre el aprendizaje espacial y
memoria, asi como ansiedad e impulsividad en los sujetos valorados (Bahi A,
2013). La valoracion de memoria se realiza mediante la obtencion de un parametro
conocido como: latencia de transferencia, que se obtiene al cuantificar el tiempo
que le toma al roedor desplazarse desde brazos abiertos a brazos cerrados.
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9. Resultados

9.1. Modelo IA2BC

El modelo en este estudio tuvo una muestra de ratas bajo el IA2BC (n = 22) y ratas
control (n = 7). El protocolo tiene dos tiempos: 20 sesiones donde se ofrece el
alcohol (45 dias), un periodo de abstinencia por 20 dias y la posterior instauracion
de la oferta de alcohol por 10 sesiones (20 dias). En la Figura 17 se presenta el
promedio de consumo de todas las ratas bajo el IA2BC a lo largo de las 20 sesiones
del primer tiempo del IA2BC. Las unidades se encuentran en gr/kg/24 horas, es
decir el peso del contenido de los bebederos de alcohol, normalizado por el peso
de cada rata en 24 horas de consumo.

Figura 17. Consumo principal de etanol durante el IA2BC
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Consumo promedio en gr/kg/24 hr de los sujetos (n = 22) a lo largo de cada sesion del IA2BC con
barras de error estandar.

Segun Simms y cols., (2008) el consumo se estabiliza en la sexta sesion. Un analisis
preliminar de los datos resulté en el no cumplimiento del supuesto de homogeneidad de

varianza. Asi mismo, ratas presentaron consumos bajos y en otras aumento de consumo
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al desarrollo del modelo, por lo que fue necesario implementar otra forma del analisis de
los resultados, asi como el siguiente.

9.2. Analisis de conglomerados jerarquico

Este analisis permite identificar grupos basandose en caracteristicas
seleccionadas sin conocer a priori los grupos que se obtendran, se utiliza cuando
existen datos homogéneos o dificil de establecer una diferencia entre ellos, y
también cuando el numero de muestras es menor a 50 (Tivis y cols., 1995). Los
procedimientos jerarquicos consisten en la construccion de una estructura en forma
de arbol en donde se aglomeran los grupos por medio del método del centroide. El
centroide de cada grupo es el promedio de los puntos de distancia entre el grupo
(Hair y cols., 1999).

Figura 18. Dendrograma de analisis de conglomerados jerarquico para el consumo de
alcohol.

Alto consumo Bajo consumo

1.5

1.0

Similaridad

1

|
N

%24 29@4 30@ 19 20@22 8 13 32 7 9 126 14

Ratas

0.0

Proceso de agrupacion jerarquico, los objetos similares (los numeros en el gje de las x representan a
las ratas) se enlazan y su posicion en el diagrama esta determinada por el nivel de similitud entre los
consumos. En circulos se distinguen las ratas que recibiran tratamiento, en rojo activo en azul sham.
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Como resultado del analisis se dividié la muestra en ratas de alto (n = 12) y bajo consumo
(n=10) de alcohol. Cuyas medias se muestran en la Figura 19y en la Tabla 1 en Anexos.

Figura 19. Consumos medios de los grupos de alto y bajo consumo.

Medias de consumo alto/bajo por grupos
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Consumos medios de los sujetos de los grupos de alto consumo en rojo y bajo consumo en azul con sus
desviaciones estandar en unidades de mil/kg/24 horas.

Al obtener los grupos, exploramos el consumo medio agrupando a las ratas en su grupo

de consumo, asi como se muestra a continuacion en la Figura 20.
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Figura 20. Grafico de dispersion de consumo medio por sujeto.
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Distribucién de los 22 sujetos después del analisis de conglomerados y designacion de los grupos como
alto consumo en rojo (n = 12) y bajo consumo en azul (n=10).

9.3. Consumo de alcohol en ratas que reciben tratamiento

A partir de dos grupos de ratas (n=22) se escogieron de forma aleatoria 8 para
la muestra destinada al tratamiento de estimulacion (sham/activa). Fueron dos ratas
hembra y dos ratas macho, para el grupo que recibi6é estimulacién activa. Y dos
hembras y dos machos, para los que recibieron estimulacion simulada o sham como

se muestra en la tabla 2 y 3 en Anexos.
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Figura 21. Consumo medio durante IA2BC
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Se muestran los consumos medios en gr/kg/24 hr de los grupos durante el desarrollo de las 20 sesiones
del IA2BC en el tiempo 1. Al grupo General lo conforman los 22 sujetos, a los grupos activo/sham lo
conforman 4 sujetos para cada grupo, que se obtienen de una seleccion aleatoria del grupo General en
el tiempo 2, para la intervencién quirdrgica de implantacion de electrodos.

Las 8 ratas que se designaron en los grupos de tratamiento de estimulacién
activa/sham, conservan el mismo protocolo de acceso intermitente a dos botellas
en la fase de modelo en tiempo 1, abstinencia en tiempo 2 y recaida en tiempo 3.

Asi como se mostro en la Figura 15, en el tiempo 3 se retoma la oferta de
alcohol. La sesidon 1 a la 4 engloba el periodo de preestimulacion. Y a partir de la
sesion 5 a la 10 de exposicién a la botella de alcohol, se lleva a cabo el tratamiento
de estimulacion que tiene una duracion de 10 dias consecutivos con una duracion
de 10 minutos al dia. Concluido el tratamiento en la sesiéon 10 de exposicién al
alcohol, se continud hasta la sesion 15 de alcohol, periodo que se establece como
de postestimulacion.
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Figura 22. Consumo por sujeto durante el tratamiento.
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Consumo promedio de alcohol en unidades de mi/kg/24 horas por rata durante el tiempo 3 o de
tratamiento con barras de error estandar. En color rojo se distinguen las ratas del grupo de tratamiento
sham y en azul las ratas que recibieron estimulacion activa. En los tres momentos que circundan la
intervencién de estimulacion. Preestimulacion corresponde a las 4 sesiones de exposicion a alcohol
previas al tratamiento de estimulacion. Estimulacién corresponde a la sesién 5 a 10 durante la cual se
desarrolla el protocolo de estimulacion. Postestimulacion es la sesién 11 a 15 donde se retoma la

exposicion a alcohol sin estimulacion.

Cabe destacar que el analisis de conglomerados jerarquico se realiz6 después de la
cirugia de las ratas y por lo tanto la separacion en los grupos de tratamiento activo/ sham.
Como se muestra en la Figura 18, en circulos azules para las ratas que recibieron el
tratamiento sham y en rojo las ratas del tratamiento activo. Seis de las 8 ratas resultaron
agrupadas como consumo alto y solo dos de ellas en consumo bajo.
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9.4 Pruebas Conductuales

Las pruebas conductuales se llevaron a cabo en cada uno de los tiempos (T1, T2
y T3) para el laberinto elevado en cruz. Para la tarea de reconocimiento de objeto
novedoso, solo se realizaron en el tiempo 2, cuando las ratas se encuentran en
abstinencia. Los analisis se hacen con ratas control sin cirugia y sin consumo de alcohol
(n =7), sujetos que reciben tratamiento (n = 8) y ratas sin cirugia (n = 22) (ver Figura 7

de disefio experimental).

9.4 1. Laberinto elevado en cruz

En las figuras 23 y 24 se muestra el tiempo que permanecieron las ratas en
los brazos abiertos, cerrados y el centro del laberinto. Los roedores tienden a
explorar por lo que permanecer en los brazos cerrados, se sugiere es indicio de un
rasgo evitativo o ansioso por parte del sujeto (Sharma y cols., 1992).
Particularmente en el T3 esta aseveracion podra no corresponder, pues los sujetos

ya fueron expuestos al laberinto en dos ocasiones previas.
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Figura 23. Tiempo de permanencia de los sujetos en los tres tiempos que abarca el disefio
del estudio.
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Resultados del tiempo en segundos de permanencia en los brazos centro, abiertos y cerrados de todos
los sujetos (n = 22) con consumo sin/con cirugia, en los tres tiempos que abarca el disefio del estudio.
En T3 sélo se valoraron las ratas que concluyeron el tratamiento de estimulaciéon activa/sham. Se
muestra en rojo T1 (antes de IA2BC) en verde T2 (periodo de abstinencia) y en azul T3 (posterior a la
estimulacion).
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Figura 24. Tiempo de permanencia de los sujetos de alto consumo en los tres tiempos que
abarca el disefio del estudio.
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Datos de los sujetos (18 y 25) que mostraron decremento de consumo de alcohol después de la
estimulacion activa. Se realiz6 un ANOVA para valorar si existian diferencias durante el T3 que
corresponde a la postestimulacion, la cual no fue significativa (F (23 = 1.478 p =0.358). Se muestra en
rojo T1 (antes de IA2BC) en verde T2 (periodo de abstinencia) y en azul T3 (posterior a la estimulacion).

9.4.2. Reconocimiento de objeto novedoso
Divididos en 3 grupos, aquellos con cirugia de implantacion de electrodos (n
= 8), sujetos control sin consumo y sin cirugia (n = 7), y sujetos sin cirugia con
consumo de alcohol (n = 22). Se presenta la proporcion de discriminacion, para lo
que también se llevd a cabo una prueba estadistica ANOVA que arroja no existe

diferencias significativas entre los grupos (F (2,26) = 2.40 p = 0.1).
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Figura 25. Resultados de prueba de objeto novedoso
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Muestra la proporcién de discriminacion de los tres grupos (cirugia, control y IA2BC) en la tarea de
reconocimiento de objeto novedoso, que se lleva a cabo en el tiempo 2 en estado de abstinencia se
realiza un ANOVA que arroja que las diferencias no son significativas entre los grupos (F (2,260 = 2.40 p
=0.1).
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10.Discusion

Este trabajo de tesis tuvo como propdsito estudiar el efecto de la estimulacion
cerebral profunda repetitiva en el trastorno por consumo de alcohol. Por lo que se
establecio un modelo de consumo de alcohol crénico en ratas wistar, cuyas
caracteristicas pudieran ser equiparables a un modelo preclinico (McBride y Li.,
1998). También se establecié la intervencion quirdrgica necesaria para la
implantacion de electrodos monopolares de carbono (Santana-Chavez y cols.,
2020) y la construccion previa de estos ultimos, siguiendo el disefio para ratones
de Gallino y cols. (2019) con la modificacion para implantarlos en ratas. Los
resultados arrojan que existe un efecto de la estimulacion eléctrica cerebral
profunda en la corteza prelimbica, sobre el consumo de alcohol, sin embargo, se
esperaba una disminucion en el consumo, pero en general presento alta
variabilidad. Este es el primer estudio en investigar los efectos de la estimulacion
eléctrica focal repetitiva en un modelo de consumo cronico de alcohol en ratas. A

continuacion, se discutiran los principales hallazgos del estudio.

El trastorno por uso de alcohol es un fendmeno de etiologia multifactorial cuya
vulnerabilidad de padecerlo se ha relacionado con maladaptaciones celulares y de
circuitos neuronales (Nestler y Aghajanian., 1997) por si fuera poco, en su
desarrollo los factores psicosociales también son preponderantes (Volkow N.,
2000). Por lo anterior, un modelo analogo en otra especie debe considerar que al
menos compartan los sustratos neuroquimicos y neuroanatomicos. Existen
distintos modelos para conseguir lo anterior, como los modelos no operantes de
acceso libre de autoadministracion por via oral, que son de los mas utilizados por
ser no invasivos, mas sencillos de ejecutar y que comparten la via oral como
humanos (Planeta., 2013). También existen distintas posturas respecto a las
concentraciones, los dias del protocolo, la edades y cepa de rata. Concentraciones
mayores a 30% pueden resultar aversiva para algunas cepas (Murphy y cols.1986),
pero concentraciones muy bajas podrian no desarrollar un trastorno (Noronha y

cols., 2014). Por lo anterior, se desarrollaron cuatro pilotos con dos concentraciones
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de una solucion de alcohol, al 10% y al 20%. Segun el estudio de Bell y cols., (2014)
las ratas en una edad analoga a la peri-adolescencia, exhiben mayor consumo en
comparacion con las ratas adultas, pero estas segundas tienen consumos
constantes a largo plazo, asi como se ha observado en la conducta humana, con
consumos exploratorias de alcohol durante la adolescencia (Volkow., 2000). Dentro
de los pilotos se consideraron dos edades, una comparable con la adolescencia-
adulto joven y edad adulta. En el resultado de los pilotos, una edad analoga a
adultos jovenes y en una concentracion al 20% fue la que obtuvieron resultados
mas consistentes, con un consumo mayor a los 2 gr/kg/ml (Bell y cols., 2014) que
es el consumo que se describe constante en las ratas wistar que muestran

caracteristicas de consumo constante de alcohol (Sauton y cols., 2020).

Secundario a determinar la edad de inicio del modelo a los 65 dias de edad
de las ratas wistar, la concentracion al 20% y se implemento el protocolo de acceso
intermitente a dos botellas segun Simms y cols., (2008), el cual también report6 que
solo el 30% de los sujetos desarrollaron un consumo constante. Analizando los
resultados de este estudio, obtuvimos que de 22 ratas que tuvieron la eleccién a la
botella de alcohol, solo uno se manifesté un consumo menor a 2 gr/kg/24horas. En
contraste, los resultados del consumo de cada rata a lo largo de las sesiones
muestran variabilidad, al contrario de los resultados de Simms y cols., (2008) donde
pronuncian que el consumo se vuelve estable después de la sexta sesion de
exposicidon a alcohol. Sin embargo, se encontré al explorar los consumos
individuales, un consumo de hasta 11 gr/kg/dia, que, al promediarse con el resto
de las ratas del grupo, no era evidente que existian consumos altos por el resultado
del promedio con aquellos de consumos bajos. La variabilidad en el registro del
consumo, son debidas al goteo de la botella por error de colocacion, y segun lo
reportado por Sabry y cols., (2020) la administracion de alcohol lleva a una
alteracion en el comportamiento motor y exploratorio de las ratas, asi como un
aumento en la ansiedad, por lo que sus interacciones con las botellas pudieron ser

la razon de las pérdidas que provocaron finalmente la variabilidad.

Entonces fue necesario realizar el analisis de consumo individual como el

propuesto en Tivis y cols., (1995) para poder agrupar a los altos consumidores de
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los bajos. Este se basa en la agrupacion jerarquica, por medio de caracteristicas
comunes, en el cual se determina la similitud o las diferencias respecto a la variable
por la que se agrupan, en este caso, el consumo a través de las sesiones de
exposicion a alcohol. Se encontré que 12 ratas se separaron de las restantes 10,
por presentar una similitud en su consumo que los separé6 como un grupo de alto
consumo, representando el 54% de los sujetos, lo cual es mayor a lo anteriormente

ya abordado de Simms y cols., (2008).

Establecer el modelo de consumo de alcohol fue un objetivo especifico
necesario, para poder estudiar el trastorno por uso de alcohol con un modelo
preclinico. Lo siguiente fue determinar un area esencial del circuito
mesocorticolimbico o de recompensa segun Koob y cols., (2013) que se ha
relacionado con una disregulacion en el circuito (Broadwater et al., 2018). El I6bulo
prelimbico que es analogo a la corteza prefrontal medial, la cual se activa en
respuesta a sefales que se relacionan con la sustancia. Se ha asociado que el
déficit en la habilidad para inhibir las respuestas asociadas a las drogas proviene
de un control reducido de aferencias de la corteza prefrontal medial a las regiones
del estriado (Goldstein y Volkow, 2002). Otra area importante del circuito es el
nucleo accumbens, que integra impulsos corticales y envia aferencias a la corteza
prefrontal medial, se conoce como una zona importante para la motivacion vy
otorgarles propiedades recompensantes a las sustancias (Koob y Volkow, 2010).
El alcohol facilita la liberacion de dopamina en el nucleo accumbens a través de la
estimulacion del VTA o sobre el mismo nucleo (Koob., 2016) y también se hipotetiza
que el alcohol facilita la liberacion de los péptidos opioides en VTA, nucleo
accumbens y nucleo central de la amigdala. En el estudio de Voges y cols., (2013)
cinco sujetos humanos voluntarios con trastorno por uso de alcohol lograron
mejorar las respuestas recompensantes, y de inhibicion a las sehales asociadas a
las drogas, es decir aumentaron los dias de abstinencia y disminuyeron las ansias
por consumir. Esto bajo un tratamiento de estimulacidn cerebral profunda en el
nucleo accumbens bilateral. Por otro lado, en el estudio de Levy y cols., (2007)
estimuld eléctricamente la corteza prelimbica (PL) en ratas bajo un modelo

operante de autoadministracion de cocaina, y encontr6 que disminuyeron el
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consumo, esta conducta se mantuvo aun después de tres meses de abstinencia y
disminuy6 también las ansias de consumo. En este estudio se implantaron los
electrodos en la PL bilateral en ratas, pues también en los tratamientos para
padecimientos neuropsiquiatricos en humanos es la region mas utilizada (Diana y
cols., 2017). Los resultados de la estimulacion activa contra la simulada o sham no
son concluyentes por mostrar una variabilidad en el consumo previo, durante y
después del tratamiento. A pesar de lo anterior, después del analisis de
conglomerados jerarquico las 6 de 8 ratas que recibieron tratamiento activo/sham
fueron de alto consumo, de este grupo las dos ratas con el consumo mas alto
recibieron tratamiento activo y sham. Estas dos ultimas ratas mencionadas,
mostraron disminucion del consumo antes y después del tratamiento (Figura 22).
Esto podria corresponder a lo encontrado por Henricks., y cols., (2019), quienes
estudiaron las oscilaciones corticales en PFC y NAc, por medio de registros locales
de campo, encontrando que ratas con consumos altos presentan aumento en la
potencia y coherencia de las oscilaciones gamma (45 Hz - 90 Hz). También
encontraron que al estimular las zonas eléctricamente con alta frecuencia, solo las
ratas con altos consumos lo decrementan, en contraposicion con las de bajo
consumo. Para explicar por qué la rata con tratamiento simulado también
disminuyo el consumo, Chakravarty y cols., (2016) sugieren que la simple cirugia
de implantacion de electrodos genera un cambio morfolégico local que en si mismo

puede ocasionar una mejoria clinica en distintos padecimientos.

Referente a los parametros de estimulacion, la alta frecuencia de estimulacion
al 20 Hz tiene un efecto facilitador cortical con un fenémeno tipo LTP (Levy y cols.,
2008), que se traduce como una excitacion cortical con aumento de la actividad
glutamatérgica, que también depende de la intensidad y la duracion de los pulsos
(Wu y col., 2000). La estimulacion se aplica en trenes de pulsos como lo describe
(Diana y cols., 2017) pues induce efectos en la actividad cortical duraderos, este
tren tiene una distancia de 20 segundos al tener un efecto facilitador intracortical.

Entonces, la pregunta de este proyecto de tesis fue: ¢ estimular eléctricamente
y focalizada en un area esencial del sistema de recompensa, la corteza prelimbica,

podra disminuir el consumo de alcohol en sujetos que se haya establecido un
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10.1.

consumo cronico? De acuerdo con los hallazgos anteriormente contrastados en
esta discusion, es necesario contar con una muestra mayor de ratas de alto
consumo para asi aportar mas evidencia a la disminucion de consumo y realizar
registros locales de campo en la poblacion neuronal de la zona de estimulacién y

contiguas para comprobar los hallazgos.

Respecto a los hallazgos en las pruebas de conducta, segun Chanraud y cols.,
(2010) en humanos con exposicidn crénica al alcohol, surgen procesos patologicos
en los circuitos cerebrales, que comprometen precisamente la habilidad para el
procesamiento de informacion y la toma de decisiones, especialmente en periodos
de alta demanda cognitiva. En contraste con nuestros resultados, no existen
diferencias significativas entre los grupos en las pruebas de laberinto elevado y
reconocimiento de objeto novedoso. Que, en los sujetos con intervencion
quirurgica, representa un hallazgo positivo de lograr replicar estos resultados con

una muestra mas grande.

Alcances y Limitaciones

Los estudios de neuromodulacion van en aumento conforme pasa el tiempo.
Sin embargo, aun no existe un consenso general sobre como definir los parametros
de estimulacion. El estudio de donde se deriva el presente trabajo de tesis es parte
de un proyecto mayor, en el que se adquirieron datos de resonancia magnética,
conducta e inmunohistologia. Por lo que, al concluirse los analisis del resto de los
datos, sera el primero en poseer este enfoque multidimensional, con el objetivo final
de que sus resultados puedan ser traslacionales, al ser replicables en otras
especies.

La limitante principal es el tamano de muestra, que complicé la aplicacion de
estadistica inferencial, sin embargo, es valioso este estudio exploratorio y a que

permitira continuar y realizar ajuste al modelo experimental propuesto.
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11.

Conclusion

Este estudio forma parte de un proyecto mayor donde se implemento por
primera vez en el Instituto de Neurobiologia, un modelo preclinico de toma de
alcohol crénico en rata wistar. Asi mismo se construyeron electrodos de carbono
para la estimulacion eléctrica compatibles con el resonador magnético, también sin
precedente en el INB la adquisicion de secuencias de resonancia magnética
estructural, funcional y de difusion en los sujetos implantados con estos electrodos.
Partiendo de la pregunta de investigacion, nos planteamos si ¢,era posible estimular
eléctricamente y focalizada en un area esencial del sistema de recompensa y esto
disminuiria el consumo de alcohol? Con base en nuestros resultados, la
disminucién de la toma de alcohol en sujetos con muy alto consumo parece factible.
Tal caso nos motiva para continuar desarrollando la linea de investigacion, y
analizar los datos que también se obtuvieron a la par del desarrollo de esta, como
son aquellos de neuroimagen, conducta e inmunofluorescencia. Y asi logremos
contribuir de manera mas significativa a dilucidar las bases neurales del mecanismo
de accion de la estimulacion eléctrica como terapia neuromoduladora, y del

trastorno por uso de alcohol.
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Anexos

Tabla 1. Resultados del consumo promedio por grupo segun el analisis de conglomerados

jerarquicos.

Categoria de consumo

Numero de sujetos

Media de consumo en m/kg/24 hrs y

desviacion estandar.

Alto Consumo

12

8.66 + 1.35

Bajo Consumo

10

4.89 £ 0.90

Tabla 2. Grupo de alto consumo de ratas sometidas a cirugia

Rata Consumo medio en Tratamiento
m/kg/24 hrs
1 7.75 Sham
2 6.78 Activa
17 8.97 Sham
18 8.56 Activa
25 9.89 Activa
26 11.88 Sham

Tabla 3. Grupo de bajo consumo de ratas sometidas a cirugia

Rata Consumo medio en
m/kg/24 hrs

Tratamiento

12 4.69

Sham

16 4.56

Activa
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