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Resumen

El trastorno por consumo de alcohol (AUD) es un trastorno neuropsiquiatrico complejo, el cual
presenta alteraciones conductuales, neurobioldgicas y psicosociales. El desarrollo del AUD se
caracteriza en tres etapas: atracédn/intoxicacién, abstinencia/efectos negativos vy
preocupacion/anticipacion. A pesar de que estas etapas se han estudiado en humanos y
animales, faltan por conocer los cambios neuroadaptativos que se producen en el cerebro
durante cada etapa y entender como se genera el AUD. Los modelos preclinicos de la AUD
nos ayudan a modelar estas etapas y, en combinacién con las técnicas de neuroimagen in
vivo (i.e., estudios longitudinales), podrian proporcionar una mejor comprension de los cambios
neuroadaptativos en AUD. En este estudio, utilizamos el modelo de Acceso Intermitente al
Etanol de 2 Botellas a Eleccion (IA2BC) en ratas Wistar, n=29 (16 hembras), con un peso de
160 g (~7 semanas de edad- 45 dias postnatales correspondientes a la adolescencia). Los
animales tenian acceso ad-libitum a comida estandar de laboratorio y agua. Se realizdé un
estudio de resonancia magnética (MRI) basal, y posteriormente se asignaron 22 ratas al grupo
de EtOH y 7 al grupo de control. El grupo de EtOH recibi6é acceso continuo de etanol al 20%
en un ciclo invertido luz/oscuridad de 12 horas durante 45 dias. La primera adquisicion de MRI
fue en la linea de base, y la segunda adquisicion de RMN fue después de terminar las 20
sesiones (P90) de ingesta de etanol.

Utilizamos la morfometria basada en la deformacién para crear mapas jacobianos por sujeto y
punto de tiempo utilizando una herramienta DBM de dos niveles usando una plantilla y
parcelacién de atlas de rata Fisher, se implemento un modelo de efectos mixtos, se comparé
el efecto dentro de los sujetos de la resonancia basal versus las 20 sesiones de alcohol. La
ingesta principal de alcohol (g/Kg/24h) fue de 1.90 + 2.08 (media/sd). Se encontré cambios
estructurales locales después de 20 sesiones de consumo de alcohol en varias regiones del
cerebro, talamo y corteza cerebral mostraron una reduccién mientras que el giro dentado y el
caudado-putamen mostraron un aumento local. Para encontrar el fenotipo morfolégico cerebral
asociado al consumo de alcohol, se crearon dos clases (alto consumo / bajo consumo) y se
implementé un modelo de regresion logistica bayesiana para determinar la morfologia cerebral
asociada a alto consumo de alcohol. Podria decirse que estos resultados son cambios
estructurales neuroadaptativos relacionados con el consumo crénico de alcohol sin embargo,
son resultados no corregidos por multiples comparaciones.



Abstract

Alcohol use disorder (AUD) is a complex neuropsychiatric disorder that combines behavioral,
neurobiological, and psychosocial alterations. The development of AUD has been
characterized as a three-stage cycle: binge/intoxication, withdrawal/negative affect, and
preoccupation/anticipation. Although these stages have been studied in humans and animals,
there is still missing knowledge of the neuroadaptative changes happening across the brain
during each stage. Knowledge of these changes would possibly help us understand how AUD
is established. Preclinical models of AUD are key to model these stages, and in combination
with longitudinal in vivo neuroimaging, could provide a better understanding of the
neuroadaptative changes in AUD. In this study, we used the Intermittent-Access Ethanol 2-
Bottle-Choice Drinking Paradigm in n= 29 (16 female), Wistar rats, starting at a weight of 160
g (~7weeks old—-45 days post-natal corresponding to adolescence). Animals had ad-libitum
access to standard laboratory chow and water. After the baseline MRI scans, 22 rats were
assigned to the EtOH group and 7 to the Control group. EtOH group underwent a modified
version of the Wise pre-clinical AUD model where, briefly, rats received continuous access to
20% ethanol on a 12-hour reversed light/dark cycle for 45 days. The first acquisition was at
baseline, and the second MRI acquisition was after finishing the 20 sessions (45 days, P90) of
ethanol intake.

We used deformation-based morphometry to create Jacobian maps per subject and time point
using a Two Level DBM tool using a Fisher rat atlas template and parcellation, with mixed model
GLM, we compared the within-subjects effect of baseline versus 20 sessions of intermittent
alcohol. The main alcohol intake (g/Kg/24h) was 1.90 + 2.08 (mean/sd). For the group x session
interaction. we found local volume changes after 20 sessions of voluntary alcohol consumption
in rats, thalamus, cerebral cortex showed reduction while Dentate Gyrus and Caudate-Putamen
showed an increase. In order to find the brain morphological phenotype associated with alcohol
consumption, two classes were created (high consumption / low consumption). Finally, a
Bayesian logistic regression model was used to determine the brain morphology associated
with alcohol consumption. These changes may arguably be neuroadaptive structural changes
related to chronic alcohol use, however, the results are not corrected for multiple comparisons.
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Capitulo 1

Introduccion

La Encuesta Nacional de Consumo de Drogas Alcohol y Tabaco (ENCODAT) menciona el
consumo de drogas como un problema a nivel mundial, asi como un desafio para entender lo
que antecede al consumo, abuso y dependencia de sustancias. En México, el consumo de
alcohol reportd un aumento en las prevalencias respecto con las dos ultimas encuestas. En
poblacién general de 18 a los 65 afios, la prevalencia de “consumo de alguna vez en la vida”
fue de 64.9% en el 2002 e incrementd a 71.3%, en el 2011, asi mismo, también se observo un
incremento de 5.1% en la prevalencia de “consumo de alcohol durante el ultimo afio”
(INPREM, 2017), esto indica que el consumo de alcohol es un problema de salud publica que

ha ido creciendo en los ultimos anos, afectando a diferentes grupos de poblaciones.

La investigacién en el consumo de sustancias muestra que las drogas de abuso ejercen
efectos reforzantes al inicio de este, ya que activan circuitos de recompensa en el cerebro
durante su consumo voluntario, de la misma manera se ha observado que su uso repetitivo
tiene un impacto en la funcion cerebral afectando principalmente |la capacidad de ejercer
autocontrol sobre la conducta de consumo y provocando que el cerebro sea mas sensible a
estrés y estados de animo negativos. Por consiguiente, se ha propuesto que vulnerabilidades
genéticas, el estrés cronico, la presencia de enfermedades psiquiatricas, asi como el abuso
de drogas durante la adolescencia, incrementan la probabilidad de desarrollar trastorno por

consumo de sustancias (Volkow & Morales, 2015).

Dentro del estudio de los trastornos por consumo de sustancias, el trastorno por consumo de
alcohol (AUD por sus siglas en inglés), presenta altas prevalencias a nivel Nacional e
internacional, siendo este un trastorno neuropsiquiatrico complejo, el cual se caracteriza por
alteraciones conductuales, neurobioldgicas y de aspectos psicosociales, sin embargo, no
todos los usuarios consumidores de alcohol desarrollan AUD, esto sugiere que podria haber
factores genéticos y/o ambientales que pueden predisponer su consumo (Noronha et al.,
2014).
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En consecuencia, los estudios sobre el abuso de alcohol se han enfocado en entender las
bases neurobioldgicas y la progresion patolégica de su consumo en humanos y en modelos
animales (Gilpin & Koob, 2008), no obstante, las investigaciones en humanos no permiten
estudiar la progresion cronica del consumo de alcohol, por esta razén el uso de modelos
animales nos brindan ventajas al estudiar trastornos neuropsiquiatricos como AUD, a pesar
de ello, modelar este trastorno en animales representa un gran desafio, debido a que
requieren de una definicion precisa de los componentes del trastorno por consumo de alcohol
(Goltseker et al., 2019).

La presente investigacion pretende encontrar marcadores cerebrales asociados al consumo
de alcohol en un modelo de alcoholismo en rata Wistar, usando la imagen por resonancia
magnética e implementar basados en una perspectiva Bayesiana con la finalidad de asociar

fenotipo morfoldgico cerebral con un alto consumo de alcohol.
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Capitulo 2

Marco Teédrico

Trastornos por consumo de sustancias

Los trastornos por consumo de sustancias (SUD, por sus siglas en inglés) son referidos en el
Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-V) como una variedad de
alteraciones producidas por el consumo de sustancias o drogas de abuso, en las que se
incluye el alcohol, la marihuana, la cocaina, el tabaco, entre otras (American Psychiatric
Association, 2013). Estos trastornos presentan sintomas fisioldgicos, entre los que se
encuentran: nauseas, vomitos, temblores, etc. y el individuo continda consumiendo la
sustancia a pesar de experimentar estas consecuencias negativas. En muchos casos existe
una comorbilidad entre los trastornos por el uso de sustancias y los trastornos psiquiatricos o

de personalidad (Lo Coco et al., 2019), lo cual dificulta su estudio.

Las definiciones asociadas al consumo de sustancias son un tema controversial, debido a
que se abordan conceptualmente de diferentes maneras, en la literatura, se usan los
siguientes términos: trastorno por consumo de sustancias, adiccidn o dependencia a
sustancias. Esto ha generado poca contundencia en los resultados (Gipson et al., 2014), por
ende, algunos autores han propuesto usar el término “adiccion” como sinénimo de los
trastornos por consumo de sustancias (SUD, por sus siglas en inglés).

La adiccion a las drogas puede definirse como un trastorno con recaidas cronicas,
caracterizado por la compulsién de buscar y consumir la droga, asi como aparicién de un
estado emocional negativo como es disforia, ansiedad e irritabilidad (Koob et al ., 2016).
Desde una perspectiva del diagndstico clinico, el término adiccidon ahora esta abarcado por el
término trastornos por uso de sustancias, ademas, el uso ocasional, uso a largo plazo, son
valorados en la definicion de SUD en grado leve, moderado y grave (Pando-Naude et al.,
2021; Volkow et al., 2019).

En la actualidad, se han propuesto modelos tedricos basados en el consumo de sustancias,
desde el punto de vista neurobioldégico y se han complementado con diferentes circuitos de
neurotransmisores (Uhl et al.,, 2019; Volkow et al.,, 2019), los cuales se abordaran

posteriormente desde la perspectiva del consumo de alcohol.
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Trastorno por consumo de alcohol

El trastorno por consumo de alcohol (AUD, por sus siglas en inglés) es una enfermedad
cerebral recurrente y cronica, la cual presenta una incapacidad para detener o controlar el
consumo de alcohol a pesar de las consecuencias adversas a nivel salud, social y laboral (Uhl
et al.,, 2019). El AUD se puede valorar de leve, moderado y grave, dependiendo de la
presencia y severidad de los sintomas. EI AUD es caracterizado por: (i) Busqueda compulsiva
y el consumo de alcohol, (ii) Pérdida de control durante la ingesta durante la ingesta de alcohol
y (iii) Presencia de estados emocionales negativos (disforia, ansiedad o irritabilidad) (Noronha
et al., 2014), adicionalmente se presentan estados de ansia (craving) y sindrome de
abstinencia (Goltseker et al., 2019; Koob & Le Moal, 2001).

La cuarta edicion del Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-1V),
describié dos trastornos relacionados con el consumo de alcohol: el abuso de alcohol y la
dependencia al alcohol, con criterios especificos (American Psychological Association, 2002).
Por su parte, el DSM-V integra el abuso y la dependencia de alcohol en un solo trastorno
denominado trastorno por consumo de alcohol (American Psychiatric Association, 2013). A
continuacion, se presentan los criterios que se utilizan para diagnosticar el trastorno por

consumo de alcohol en humanos:

A) Un modelo problematico de consumo de alcohol que provoca un deterioro o0 malestar
clinicamente significativo y que se manifiesta al menos por dos de los hechos siguientes en
un plazo de 12 meses:

1 Se consume alcohol con frecuencia en cantidades superiores (5 copas 0 mas para
hombres y 4 copas o mas para mujeres).

2 Existe un deseo persistente o esfuerzos fracasados de abandonar o controlar el
consumo de alcohol.

3 Se invierte mucho tiempo en las actividades necesarias para conseguir alcohol,
consumirlo o recuperarse de sus efectos.

4 Ansias o un poderoso deseo o necesidad de consumir alcohol.
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5 Consumo recurrente de alcohol que lleva al incumplimiento de los deberes
fundamentales en el trabajo, la escuela o el hogar.

6 Consumo continuado de alcohol a pesar de sufrir problemas sociales (violencia o
incumplimiento de responsabilidades laborales ) o interpersonales persistentes o
recurrentes, provocados o exacerbados por los efectos del alcohol.

7 El consumo de alcohol provoca el abandono o la reduccion de importantes actividades
sociales, profesionales o de ocio.

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

9 Se continta con el consumo de alcohol a pesar de saber que se sufre un problema fisico
0 psicoldgico persistente o recurrente probablemente causado o exacerbado por el alcohol.

10 Tolerancia, definida por alguno de los siguientes hechos:

10.a Una necesidad de consumir cantidades cada vez mayores de alcohol
para conseguir la intoxicacion o el efecto deseado.

10.b Un efecto notablemente reducido tras el consumo continuado de la
misma cantidad de alcohol.

11 Abstinencia, manifestada por alguno de los siguientes hechos:
11.a Presencia del sindrome de abstinencia caracteristico del alcohol.

11.b Se consume alcohol (o alguna sustancia muy similar, como un
benzodiacepina) para aliviar o evitar los sintomas de abstinencia.

Mecanismo de accion del alcohol

El consumo de alcohol tiene efectos fisioldgicos y conductuales en funciéon de la dosis
consumida, en bajas dosis se presenta ansidlisis, relajacion muscular, analgesia y sedacion,
mientras que en dosis altas se produce un estado de intoxicacién en el que hay presencia de
euforia, aumento de anestesia y se puede experimentar una alteracion temporal de la
coordinacion, el juicio y la memoria (Banerjee, 2014; Noronha et al., 2014). El alcohol etilico
o etanol (CH3-CH2-OH) es téxico para los tejidos corporales, produce alteraciones en
diversos sistemas como, el sistema cardiovascular, el digestivo, el musculoesquelético, en el

sistema nervioso central (SNC), etc. En este ultimo, el etanol genera una depresion profunda
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de las funciones neuronales, disminuyendo el metabolismo de la glucosa en todo el cerebro
humano (Erdozain & Callado, 2014).

Neurotransmisores

Detras de los cambios cerebrales y neuroadaptaciones producto del alcohol, se encuentran
los circuitos de recompensa y estrés del cerebro. Un circuito neuronal se compone de una
serie de neuronas que se envian sefales electroquimicas entre si. Una neurona activada
envia moléculas de sefalizacidén llamadas neurotransmisores a través del circuito neural que
se unen a moléculas especificas llamadas receptores (Manzo-Avalos & Saavedra-Molina,
2010). Dependiendo del circuito involucrado, la union de estos neurotransmisores puede
hacer que las sefales excitadoras o inhibidoras pasen mas a lo largo del circuito. El alcohol
afecta varios sistemas de neurotransmisores, entre las mas relevantes se encuentran: el
dopaminérgico, serotoninérgico, GABAérgico y del glutamato (Banerjee et al., 2014; Noronha
et al., 2014)

GABA

GABA es el principal neurotransmisor inhibidor en el cerebro. Se conocen dos subtipos de
receptores a GABA, llamados GABAa y GABAs. El alcohol aumenta la actividad de
GABAérgica en el cerebro mediante dos mecanismos, (i) puede actuar sobre la neurona
liberadora de GABA (a nivel, presinaptico) causando un aumento en la liberacién de GABA,
(2) puede actuar sobre la neurona receptora de sefales (a nivel, postsinaptico) que facilita la
actividad del receptor GABAA. Asimismo, se ha encontrado que durante la exposicion aguda
y/o cronica al alcohol se da un incremento de la actividad GABA en el cerebro (Noronha et al.,
2014). El consumo de alcohol es suprimido por compuestos que interfieren con las acciones
del receptor GABAA (es decir, los antagonistas del receptor GABAAa), asi como compuestos
que estimulan la Receptor GABAs (agonistas GABAB) en el nucleo accumbens, pallidum
ventral, nucleo del lecho de la estria terminalis y amigdala (Wilkie et al ., 2007).

Glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del cerebro, ejerce sus efectos a través

de varios tipos de receptores ionotropicos (activados por ligando i.e., NMDA, AMPA y Kainato)
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y metabotrépicos (ocho receptores de mGIuR) (Rojas & Neri, 2017) En contraposicion del
GABA, el alcohol inhibe la actividad de glutamato en el cerebro, esto ocurre porque durante la
exposicion aguda al alcohol se genera una caida de los niveles extracelulares de glutamato,
principalmente en el estriado (NAc) (Sanna et al ., 2004) La transmision de sefales mediada
por glutamato se suprime en el nucleo central de la amigdala después de la administracion
aguda y es un efecto que aumenta después de la exposicidon cronica al alcohol. (Roberto et al.,
2012). Los sistemas de glutamato participan en el reforzamiento agudo del alcohol, esto es
comprobado ya que se puede imitar el efecto con antagonistas del receptor de NMDA (3),
asimismo los receptores NMDA involucrados en el alcoholismo participan en la reorganizacion
neuronal que probablemente contribuye a la hiperexcitabilidad y el deseo durante la

abstinencia del alcohol. [29]

Dopamina

La dopamina es un neurotransmisor, se clasifica como catecolamina (una clase de molécula
que sirven como neurotransmisor y/o hormona). Se conocen cinco receptores
dopaminérgicos: D1 (relacionado con un efecto activador del adenilato ciclasa), D2
(relacionado con un efecto inhibidor del adenilato ciclasa), D3, D4 y D5, principalmente los
receptores D1y D2 se encuentra involucrado en mecanismo de recompensa en el cerebro y

por lo tanto influye el desarrollo y recaida de la dependencia al alcohol (Banerjee, 2014)

La neurotransmision de dopamina esta involucrada en la regulacion de los paradigmas de
autoadministracion de farmacos de refuerzo en modelos murinos. La proyeccion de dopamina
desde el Area Ventral Tegmental (VTA) hasta el nticleo accumbens (NAc) ha sido identificada
como un sustrato critico para la expresion del refuerzo farmacoldgico, a su vez la
neurotransmision de la dopamina se relaciona con la motivacibn de incentivos
medioambientales en periodos de intoxicacidn aguda y en la anticipacion de disponibilidad
del alcohol. Sin embargo, las lesiones del sistema mesolimbico no eliminan por completo el
reforzamiento al consumo del alcohol, lo que indica que la dopamina es un componente
importante, pero no esencial, en el reforzamiento (Gilpin & Koob, 2008). Finalmente, también
se ha encontrado que durante periodos de abstinencia al alcohol se produce una disminucion
de dopamina en el NAc, esta disminucion contribuye a los sintomas negativos en la

abstinencia y la recaida de alcohol (Melis et al., 2005; Volkow et al., 2007).
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Serotonina

La serotonia o 5-hidroxitriptamina (5-HT) es un neurotransmisor que se produce en las
neuronas en los nucleos del rafe, a la fecha, actualmente, no existe un receptor unico a
serotonina, se han descrito familia de receptores (5HT1, 5HT2) y otros receptores (i.,e, SHTs,
5HT4, 5HTs, 5HTs, 5HT7) con funciones especificas en las areas pre y postsinapticas (Banerjee
et al., 2014). En aspectos generales, La serotonina (5-HT) contribuye a un estado de animo
positivo durante la intoxicacion, es decir, la transmisién de 5-HT aumenta después de la
administracion aguda de alcohol, mientras que hay una disminucion de ésta en periodos de
abstinencia y en recaidas, en especifico la activacion de los receptores 5-HT2c 0 5-HTia y la

inhibicion de 5-Hrs, en hipocampo, amigdala y corteza, se han relacionado con una

disminucién en el consumo de alcohol (Costardi et al., 2015), por lo cual, se considera que la
funcién y la localizacion de diferentes tipos de receptores de serotonina participan en la

modulaciéon del consumo del alcohol.

Farmacocinética

Los efectos del alcohol en varios tejidos dependen de su concentracion en la sangre, una vez
que el etanol es consumido de forma oral, es absorbido facilmente por el tracto
gastrointestinal; la absorcion tiene lugar por difusion pasiva a través de la pared del estbmago
(~20%), el ritmo de absorcion se acelera proporcionalmente al aumento de la
concentracion alcohol ingerido, siendo el 80% restante absorbido a través del duodeno y la
pared del intestino delgado (Norberg et al., 2003).La absorcién del alcohol ocurre
principalmente en el intestino delgado, el ritmo de absorcion se acelera proporcionalmente
al aumento de la concentracién alcohol ingerido. Una vez absorbido se distribuye por todo el
organismo, su metabolismo principalmente se realiza en el higado. La eliminacion del etanol
absorbido se produce principalmente a través del metabolismo (95-98%), y pequeias
fracciones de la dosis administrada se excretan sin cambios en el aliento (0,7%), el sudor
(0,1%) y la orina (0,3%) (Holford et al., 1987). Este proceso, se retomara en el apartado de

mecanismos de dafo (Manzo-Avalos & Saavedra-Molina, 2010).
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Farmacodinamia

El etanol es un farmaco depresor no selectivo del Sistema Nervioso Central, el cual potencia
los efectos inhibitorios del acido gamma aminobutirico (GABA) en el Sistema Nervioso
Central e inhibe al receptor NMDA de aspartato-glutamato y reduce por lo tanto la
actividad glutamatérgica, las interacciones con otros neurotransmisores como serotonina
y dopamina, mismos que se describen a continuacion. En cuanto a las acciones
farmacoldgicas, el etanol produce un fendmeno de inhibicion de inhibiciones con euforia,
elevacion del tono vital, mejoria superficial de la asociacion de ideas, disminucion del
autocontrol y de la autocritica, reduccidn de la vision, incoordinacion muscular y alteraciones
de los reflejos, disminucion de la sensacion de fatiga, disminucion del umbral convulsivo.
(Manzo-Avalos & Saavedra-Molina, 2010).

Mecanismos de dano

Para hablar de los mecanismos de dafio del alcohol, es importante recordar que la mitocondria
es un organulo contenido en una membrada, este organulo se encarga de la produccion del
suministro celular conocido como Adenosin Trifosfato (ATP), el cual se utiliza como fuente de
energia. El alcohol es metabolizado a acetaldehido por la enzima citosolica alcohol
deshidrogenasa (ADH), posteriormente, el aldehido deshidrogenasa 2 mitocondrial (ALDH2)
convierte el acetaldehido en acetato. Cuando esta enzima no funciona correctamente, el
acetaldehido aumenta y dafa los complejos de transporte de electrones (i.e., compelo I- IV),
lo que conduce a la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), afectando la cadena
de transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa lo cual perturba la sintesis de ATP.
Adicionalmente, el estrés oxidativo afecta la permeabilidad de las membranas mitocondriales
externa / interna promoviendo la apertura del poro de transicion de permeabilidad (PTP),
cuando la transicion de la permeabilidad mitocondrial es extensa, promueve la inflamacion
mitocondrial y permite la liberacion del citocromo (Cyt c), la activacién de la caspasa y la
fragmentacién del ADN, lo que conduce a la muerte celular programada o apoptosis, existe
evidencia considerable de que la exposicion cronica al alcohol aumenta la susceptibilidad de
las células a sufrir apoptosis para ello, es importante comprender el papel de las mitocondrias
durante el consumo de alcohol y el metabolismo en el consumo crénico de alcohol. (Manzo-

Avalos & Saavedra-Molina, 2010). Por ello, se ha planteado la hipétesis de que, tras la ingesta
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cronica de alcohol, el cerebro comienza a utilizar acetato en lugar de glucosa como fuente de
energia (Agarwal, 2001), y el acetaldehido acumulado ejerce sus efectos toxicos al inhibir las

reacciones y funciones mitocondriales.

Actualmente los analisis post-mortem (i.e., histologia) nos permiten identificar dafios celulares
asociados a alteraciones genéticas, trastornos neuropsiquiatricos y/o dafo resultante de las
neurotoxinas (Lerch et al.,, 2010), en esta ultima, la consideracién de la neurotoxicidad
alcohdlica plantea la cuestion: ;Los dafios cerebrales observados posterior al consumo de
alcohol son debidos al alcohol en si, como neurotoxina o particulares de las deficiencias

metabdlicas que se generan? (Noronha et al., 2014).

La comprension de la neurobiologia de la adiccidn se ha estudiado a través del estudio de
modelos animales y, recientemente con la implementacion de estudios de imagenes
cerebrales en personas con adiccion (Shippenberg et al., 2002). Aunque ningun modelo
animal de adiccion emula completamente la condicion humana, estos modelos nos permiten
el entendimiento de signos y sintomas asociados con la condicion psicopatoldgica (Volkow et
al., 2016). El enfoque de la neurobiologia de la adiccion tiene énfasis en los mecanismos de
recompensa aguda, habitos compulsivos, déficits en la recompensa, estrés y efectos

negativos durante la etapa de abstinencia (Uhl et al., 2019).

Recientemente se ha hipotetizado que el SUD esta compuesto de un ciclo de tres etapas o
fases (Volkow et al., 2016; Volkow et al., 2019) las cuales se pueden abordar humanos y
pueden compararse en modelos animales. No obstante, nos acotaremos a hablar de las fases
del ciclo de la adiccién desde el consumo de alcohol (Noronha et al., 2014), véase en Figura
1., y en complemento a su descripcion, se integra el papel de algunos neurotransmisores,
los cuales se han propuesto como serie de circuitos cerebrales asociados al consumo de
sustancias. En la Tabla 1 se muestran las areas cerebrales relacionadas con el ciclo de la

adicién, los neurotransmisores y moduladores (Koob & Volkow, 2016).

A Intoxicacion / atracén

La etapa de Intoxicacién / atracon se asocia con los efectos reforzantes de la droga,

incrementando la liberacion de neurotransmisores, principalmente dopamina y péptidos

opioides en el nucleo accumbens (NAc), el estriado dorsal y ventral referencia. En esta misma
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etapa, el factor liberador de corticotropina (CRF) y las dinorfinas activan el Area Ventral
Tegmental (VTA), el NAc y la corteza prefrontal para iniciar la activacion de los sistemas de
estrés a nivel cerebral (Koob & Le Moal, 1997; Wise, 2009).

En la etapa de intoxicacién / atracon, se fortalecen las senales de reforzamiento entre la
exposicion a la droga y la activacion de los receptores D1, principalmente en el NAc, creando
una fuerte motivacion para la obtencion de la recompensa (circuitos 1-4), la activacion del
estriado ventral que conduce al reclutamiento de vias talamo-corticales, lo que se asocia con
la habituacion de la respuesta y se hipotetiza que desencadena lo que se supone que subyace

a la respuesta compulsiva a las drogas (circuitos 3 y 4) (Volkow et al., 2016),

B Abstinencia / efectos negativos

La abstinencia se asocia con estados emocionales negativos y con la activacion de sistemas
de estrés en la amigdala y el NAc, proyectando al hipotalamo y al tronco encefalico,
adicionalmente los nucleos de la amigdala liberan CRF, norepinefrina y dinorfinas asociados
al reforzamiento negativo, en otras palabras, se mantiene el consumo de alcohol, para reducir
los efectos negativos (Baker et al., 2004; G. Koob & Le Moal, 2001).

Por otro lado, en la etapa de abstinencia/efectos negativos, la disminucion en la activaciéon
del sistema de recompensa influye en cambios bioquimicos a largo plazo que contribuyen al
sindrome clinico de abstinencia aguda y abstinencia prolongada (circuito 5). Los circuitos 6-8
se asocian al desarrollo de estados emocionales negativos durante la abstinencia aguda y la
abstinencia prolongada, los cuales activan sistemas de estrés en el cerebro como CREF,
noradrenérgico y opioide (dinorfinas) en la amigdala extendida. Existe la hipotesis de que otro
circuito que involucra a la habénula lateral, modula los estados aversivos mediante una
disminucion de la actividad dopaminérgica en el VTA (circuito 9) (Hikosaka, 2010) . Existen
una serie de neurotransmisores que actuan en oposicion a los sistemas de estrés cerebral,
los cuales incluyen al neuropéptido Y, la nociceptina y los endocannabinoides, los cuales se
han relacionado con la vulnerabilidad del desarrollo de la adiccién (circuitos 10 y 11).

C Preocupacion / anticipacion
En la fase de preocupacion / anticipacion se integran diferentes funciones, el reforzador
condicionado en la amigdala basolateral, el procesamiento contextual en el hipocampo y la

medicién del control ejecutivo (representacidén de contingencias y consecuencias), asi como la
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valoracion de estados subjetivos como las ansias en la corteza prefrontal, en esta etapa
también se ha observado un incremento en la percepcion de los estados interno negativos del
cuerpo (interocepcion ) asociados con la insula, los cuales estan probablemente relacionados
con las recaidas. Por otra parte, el glutamato se ha involucrado en estados de ansia ubicado
en regiones frontales y en la amigdala basolateral las cuales proyectan al estriado ventral, por
ultimo, la presencia de CRF y de dinorfinas en la corteza cerebral explican los déficits
cognitivos asociados al consumo de alcohol entre los que se encuentran, alteraciones en el

proceso de memoria y de funciones ejecutivas (Noronha et al., 2014; Tiffany et al., 2000).

Por ultimo, en la etapa de preocupacion/ anticipacion se sugiere que la corteza prefrontal
juega un papel en la regulacion de saliencia de incentivos y en la conducta condicionada
debido a las conexiones que presenta con el nucleo caudado y el estriado ventral (circuito 12
y 13). Los circuitos 14 y 15 se encuentran asociados con la reincidencia del consumo de la
droga, en donde se involucran proyecciones glutamatérgicas de la corteza prefrontal hacia el
NAc, posteriormente, se reactivan los mecanismos de respuesta al estrés inducidos por los
sistemas noradrenérgicos y CRF en el nucleo central de la amigdala y en el BNST
correspondiendo a los circuitos 16 y 17, en el ultimo circuito se observa una relacion entre la
funcién interoceptiva de la insula con las ansias, ya que integra informacién del sistema
auténomo y visceral implicados en la emocidn, la motivacion y la toma de decisiones (circuito
18) (Koob & Volkow, 2016).

Binge/Intoxicacién Abstinencia/ Efectos negativos Preocupacion /Anticipacién

Talamo

—> 5ifid
/ Nucleo
accumbens
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Figura 1. Etapas de la adiccion asociados con el trastorno por consumo de sustancias.
Corteza prefrontal: CP, estriado dorsal: DS, nucleo accumbens: NAc, corteza orbitofrontal:
OFC, talamo: Thal, globo palido: GP, nucleo basal de la estria terminal: BNST, amigdala: AMG,
hipocampo: Hippo. Imagen adaptada de Neurobiology of alcohol dependence (p.25), por
Antonio Noronha, 2014, Elsevier.
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(BNST)

Etapa Area Homologo en Circuitos Neurotransmisor Funcién
rata
Estriado dorsal | CPu (caudado- Circuito 3 1Dopamina Respuesta
(DS) putamen) Circuito 4 1Glutamato habituada
Intoxicacion/ | Globo palido GP*
atracon (GP)
Talamo Talamo*
Area Ventral VTA Circuito 1 1Glutamato
Tegmental (VTA) Circuito 2 1GABA
Nucleo NAc* Circuito 8 tDinorfinas Incentivo a la
Accumbens accion
Nucleo basal de |[BNST* Circuito 7 tNoradrenalina Estrés
la estria terminal
(BNST)
Abs;ln(?nma/ Nucleo central |CeA Circuito 6 1CRF Estados
© eci[_os de la amigdala Circuito 10 |Neuropéptido Y |afectivos
negativos (CeA) Circuito 11 |Endocannabinoide
Area Ventral VTA Circuito 5 1CRF
Tegmental (VTA)
Habénula Nucleo habenular |Circuito 9 ?Acetilcolina
lateral
Corteza del ACC Valor de estimulo
Cingulo Anterior accion / costo
(ACC)
Corteza Corteza Circuito 12 1Glutamato Anticipacion/
Prefrontal prelimbica (PL)* Circuito 13 1GABA contexto de
dorsolateral disponibilidad
(dIPFC)
Corteza Corteza Inhibicion de la
Prefrontal infralimbica (IL)* accion y
ventromedial control de la
(vmPFC) emocién
Preocupacion/ . -
Anticipacién Cor’Feza OFC Valoracion de
Orbitofrontal resultados y
(OFC) valor subjetivo
del farmaco
Hipocampo Hipocampo:CA1, |Circuito 14 1Glutamato Contexto externo
(HPC) GD*
insula (Ins) insula Circuito 18 1CRF Contexto interno
Amigdala Amigdala Circuito 15 1Glutamato
basolateral
Nucleo basal de |[BNST* Circuito 16 1CRF
la estria terminal Circuito 17 ? Noradrenalina

Tabla 1. Ciclo de la adiccién.
Compilacion de las tres etapas del ciclo de la adiccion, con los principales neurotransmisores asociados, areas
cerebrales en humanos y su homodlogo en ratas.
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* Areas homdlogas que se encuentran en el atlas de Fisher, https://www.nearlab.xyz/fischer344atlas.
Modelos de alcohol

Los modelos en murinos se utilizan hoy en dia para el estudio de trastornos médicos y/o
psiquiatricos, permiten al experimentador tener un mejor control sobre los experimentos y
reducir variables extrafias (comorbilidades, medicacion, contexto social, etc.), al mismo tiempo
que nos permite investigar fenomenos desde un punto de vista conductual, neuroquimico y
neurofisiolégico. Estas ventajas facilitan el estudio de trastornos neuropsiquiatricos como el

trastorno por consumo de alcohol (Cicero, 1979; Kuhn et al., 2019).

Mediante el uso de modelos animales se han podido definir el consumo compulsivo de alcohol
de diversas maneras: el consumo frente al castigo, consumo a mayor carga de trabajo
(programa de reforzamientos) y modelos de resistencia a la extincion asociado a modelos de
tolerancia. En algunos modelos se emplean otros mecanismos para inducir un consumo
compulsivo de alcohol, como el uso de endulzantes (Ji et al., 2008), modelos basados en el
acceso intermitente de alcohol durante el ciclo oscuridad (Simms et al., 2008) y otros que
generan dependencia al alcohol como inhalacion de vapor de alcohol (Gilpin & Koob, 2008;
Vendruscolo & Roberts, 2014), infusion intragastrica o dieta liquida de alcohol (Fidler et al.,
2012) . En la literatura se han descrito diversos modelos pre-clinicos para evaluar el AUD en
roedores (Crabbe, 2016; Hopf & Lesscher, 2014; Simms et al., 2008; Wolffgramm & Heyne,
1991), se ha observado que los roedores consumen mas alcohol voluntariamente en modelos
de acceso intermitente de alcohol (IAA) o privaciones repetidas de alcohol versus con los
modelos de acceso continuo al alcohol (CAA) (Cippitelli et al., 2012; Sabino et al., 2013) . El
modelo de acceso intermitente de alcohol es uno de los modelos mas usados en la literatura,

para generar consumo cronico de alcohol, el cual es descrito a continuacion.

Modelo de Acceso Intermitente de alcohol

El modelo de consumo intermitente de alcohol a 2 botellas de eleccién (IA2BC, por sus siglas
en inglés), fue establecido por Wise, en este modelo, las ratas tienen acceso al alcohol durante
tres sesiones de 24 horas por semana (lunes, miércoles y viernes), a cada rata se le proporciona
una botella de etanol al 20% V/V y una botella de H20 (Wise, 1973).
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Después de 24 horas, la botella de etanol es remplazada por dos botellas de H20 (martes,
jueves y sabado), el domingo, las ratas tienen acceso ad libitum de agua en dos botellas (Simms
et al., 2008). Se ha demostrado que en el modelo IA2BC en condiciones de consumo nocturno,
las ratas muestran un mayor patrén de consumo, lo cual siguiere una excelente combinacion
para investigar el consumo de alcohol (Holgate et al., 2017), por lo cual, nosotros hemos
decidido implementar este modelo para el presente estudio, los procedimientos detallados de

este, se encuentra en el apartado de método.

Vulnerabilidades de AUD y pruebas conductuales

Diversas investigaciones se enfocan en encontrar la vulnerabilidad del trastorno por consumo
de alcohol mediante estudios genéticos, moleculares, farmacolégicos y ambientales asociados
con sistemas neuronales. En AUD, se han planteado diversos factores que pueden predisponer
al desarrollo de dicho trastorno, principalmente la ingesta de alcohol y la ansiedad, por ejemplo,
consumidores de bajos niveles de alcohol presentan menos alteraciones cerebrales versus
consumidores altos (Wscieklica et al., 2019), asi mismo, se ha observado que la ansiedad
preexistente es mas susceptible a consumir alcohol (Jadhav et al., 2017). En la actualidad no
se conoce con certeza si estos rasgos predicen la vulnerabilidad de AUD o si son cambios

inducidos por el consumo prolongado de alcohol (Belin-Rauscent et al., 2016) .

En humanos, el consumo de alcohol a largo plazo induce adaptaciones neuronales asociadas
con la pérdida de control, el consumo compulsivo y estados emocionales negativos (Koob, 2011;
Koob & Volkow, 2016), es aqui donde la caracterizaciéon de la condicion clinica de AUD se ha
vuelto todo un reto para su estudio, para ello se han propuesto una serie de procedimientos que
buscan modelar de mejor manera el consumo de alcohol al intentar caracterizarlos. Se han
desarrollado diversos procedimientos para modelar rasgos del consumo de alcohol en roedores
(Skora et al., 2020) , por ejemplo, la creacién de diferentes cepas de ratas y ratones con
predisposicién genética al consumo de alcohol, han ayudado a dilucidar varios aspectos de la
neurobiologia del AUD (McBride et al., 2014), no obstante, otro abordaje se ha orientado hacia
el estudio de modelos pre-clinicos que imitan mas de cerca la complejidad de los

comportamientos adictivos del alcohol en humanos, caracterizando multiples aspectos que
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definen AUD, entre los que se encuentran: busqueda compulsiva de alcohol y la incapacidad de
abstenerse de su uso a pesar de las consecuencias negativas, estos modelos proporcionan
nuevas ideas sobre la vulnerabilidad individual en el comportamiento adictivo (Giuliano et al.,
2018; Radke et al., 2017), y se basan en diversas medidas y/o parametros de comportamiento,

las cuales se describen a continuacion.

En los modelos IA2BC y los modelos de alcohol en oscuridad (DID, por sus siglas en inglés)
son los unicos dos modelos de consumo voluntario que pueden ocasionar niveles moderados o
altos en el consumo de etanol en roedores (Holgate et al., 2017), de la misma manera, las
investigaciones de Simms extendieron este trabajo encontrando que el modelo IA2BC podia
usarse para lograr que las ratas consumieran 20% de alcohol en niveles altos (5~6
g/Kg/24h), también observd que aproximadamente el 30% de las ratas llegan a concentraciones
de alcohol en sangre (BEC, por sus siglas en inglés) de alrededor de 90-100 mg/dL, lo que
cumple con uno de los criterios del Instituto Nacional sobre Abuso de Alcohol y Alcoholismo
(NIAAA, en Estados Unidos) para el consumo excesivo de alcohol en humanos (National
Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism, 2004).

Otra medida que se ha implementado para comprender los mecanismos psicoldgicos y la
neurobiologia del alcohol es la recaida, la cual es estudiada con modelos de alcohol debido a
la complejidades que se presentan en estudios con humanos, en este modelo hay una re-
exposicién al alcohol que conlleva a un incremento temporal en el consumo posterior en
comparacion con el consumo inicial, a esta medida se le denomina ADE (Alcohol Deprivation
Effect) siendo un modelo de recaida debido a su excelente validez aparente (Sinclair & Senter,
1967; Vengeliene et al., 2014).

Una forma de aproximarnos al estudio de las alteraciones cerebrales ocasionadas por el
consumo de alcohol es mediante las técnicas de imagenologia cerebral, como la resonancia

magnética cerebral, la cual es una técnica que se describiremos a continuacion.
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Resonancia Magnética

La imagen por resonancia magnética (MRI) es una técnica que permite visualizar estructuras
internas del cuerpo, aprovechando las propiedades fisicas de los atomos, es una técnica no
invasiva ya que utiliza energia no ionizante (Liang & Lauterbur, 2000) . La MRI esta basada en
las propiedades magnéticas de los nucleos atomicos, en este caso del hidrogeno, utiliza pulsos
de radiofrecuencia los cuales actuan sobre el campo magnético del resonador generando un
efecto de precesion en los protones H* con el pulso de radiofrecuencia, los protones adquieren
energia y con el tiempo se relajan hasta llegar a su estado de energia original. La diferencia en
los tiempos de relajacidn es captada por una antena la cual permite construir una imagen
bidimensional y/o tridimensional (Huettel et al., 2004). Asi mismo, la MRI es una técnica que se
ha implementado para el estudio de trastornos psiquiatricos (Liu et al., 2015), permite el estudio
especifico de regiones cerebrales y en modelos animales se puede emplear in vivo o ex vivo,
proporcionando multiples mecanismos de contraste para investigar diferentes aspectos de la

neuroanatomia y la fisiologia (Lerch et al., 2010).

Morfometria cerebral

Una de las aplicaciones de la imagen por resonancia magnética es el analisis cuantitativo, que
permite fenotipificar las estructuras cerebrales, dicho analisis es conocido como morfometria
cerebral, la cual es referida como el estudio de variaciones y/o cambios de formas en el cerebro.
Las diferencias anatémicas entre dos cerebros se pueden expresar a escala microscopica
(diferencias en citoarquitectura o mieloarquitectura), a escala mesoscopica (displasia cortical) o
a nivel macroscoépico (agrandamiento ventricular o asimetria anormal del I6bulo temporal), en
neuroimagen, las diferencias entre el nivel mesoscopico y macroscoépico son susceptibles a esta
medicion, actualmente se han desarrollado métodos de andlisis cuantitativo; morfometria
basada en voéxel, en forma y en deformacion (Schréder & Faber, 2011), siendo esta ultima la

que se implementa en este proyecto de investigacion.
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Deformacion Basada en Morfometria

La Deformacion Basada en Morfometria (DBM) es un método de morfometria que utiliza
vectores de deformacion, los cuales se obtienen del registro no lineal de las imagenes del
cerebro, esto con la finalidad de buscar diferencias locales en el volumen o la estructura
cerebral. DMB utiliza los siguientes pasos; normalizacidn, registro no-lineal y analisis estadistico
(Schroder & Faber, 2011; Zhao et al., 2018) . Esta técnica fue descrita por primera vez como
una caracterizacion de las diferencias entre los campos vectoriales que permiten detectar
diferencias globales o generales en la forma del cerebro, estos capos vectoriales son los
campos utilizados en deformacién para efectuar variantes no lineales que son aplicados a una
plantilla que se ajusta a algun espacio anatémico estandar. La morfometria basada en la
deformacion es una caracterizacion de las diferencias en los campos vectoriales que describen
diferencias globales o generales en la forma del cerebro, es decir, estos campos vectoriales son
los campos de deformacion utilizados para efectuar variantes no lineales de normalizacion
espacial, cuando una de las imagenes es una plantilla que se ajusta a algun espacio anatémico
estandar. La implementacion de esta técnica es completamente reproducible, su validez se
establece en términos de la estimacion de los campos de deformacion y las plantillas utilizadas
en el anadlisis (Ashburner et al., 1998). Los estudios de resonancia magnética cerebral han
encontrado alteraciones en trastornos por consumo de sustancias (Pando-Naude et al., 2021)
y en algunas investigaciones se usa la morfometria basada en véxel (VBM), donde se ha
observado una disminucién de la materia gris en la amigdala, la insula, en la corteza del cingulo,

la corteza orbitofrontal y el talamo en AUD (Demirakca et al., 2011).

Existe una gran variabilidad entre la estructura y la funcién cerebral en los diversos trastornos
neuroloégicos y psiquiatricos, la cual se puede medir de forma no invasiva mediante la
adquisicién de imagenes por resonancia magnética (Toga, 2015). Es por ello, que la resonancia
magnética nos permite identificar endofenotipos o fenotipos derivados de imagen (IDPs, por sus
siglas en inglés) , los cuales son marcadores neurobiolégicos que se encuentran asociados de
un gen o una enfermedad. Se han encontrado asociaciones entre las medidas de resonancia
magnética y genes involucrados en el desarrollo del cerebro, plasticidad cerebral y en el
transporte de nutrientes (Kendler et al, 2010). Los genes relacionados con el desarrollo cerebral
y la plasticidad tienden a estar relacionados con trastornos de salud mental como depresion
mayor y esquizofrenia, mientras que los genes de transporte de nutrientes tienden a estar
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relacionados con trastornos neurodegenerativos (Elliott et al., 2018). No obstante, los

endofenotipos muestran una estructura simple, ya que los diagndsticos de algunas

enfermedades que se realizan con endofenotipos pueden ser poligénicos. En el caso SUD, es

considerado un trastorno complejo el cual puede dividirse en un patron longitudinal:

experimentacion con drogas — uso regular — uso dafiino — transicion al uso compulsivo —

intentos de abandono — recaida, siendo un excelente modelo para encontrar los rasgos que

reflejan los dominios disfuncionales para cada etapa del trastorno (Sanchez-Roige & Palmer,

2020) . A continuacion, se presentan una serie de investigaciones relacionadas con diversos

modelos de alcohol y sus hallazgos (Tabla 2).

Estudi Modelo d Muestra Criteri Resultados
studio odelo de riterio
alcohol 'ﬁ::ﬁroa:(%) de Conductuales MRI Técnica
alcohol histolégica
(West et al., Modelo 27 ratas Long- BEC Memoria de Na Estereologia.
2018) intragastrico  [Evans. Atracén trabajo, hubo Reduccion
(BHyYy7M) un efecto volumen
Control (6 Hy principal en el nuclear de
6 M) porcentaje neuronas en el
de alternancia mPFC. Crtl >
reforzada en Atracon, p
atracon, F <.0001
(1,191)
=31.24,p
<.0001
(Zhao et al., Administracion |Ratas macho BAL Na Contraccion no Na
2018) de alcohol viaWistar (n=25) reversible en los
oral al 20%. nucleos
pretectales y los
coliculos
superiores e
inferiores
Modelo de |Ratas macho EtOH Na Decremento de| Neuronas con
(Chenetal., jntoxicacion Sprague- intoxicacion MK, FAy MD edema en ratas
2017) intragastrico. Dawley (n=35) en ratas | alcohdlicas
3 grupos de alcohdlicas en| utilizando HE
intoxicacion I6bulo frontal y
aguda y un talamo (30
grupo control min,2 hrs ,6 hrs)
(n=5)
(Holgate et al., Modelo  IA2BC Rata macho BEC Mayor consumo Na Na
2017) (sacarina) y DID Wistar (n=32) de etanol en el
en P35 modelo DID vs
IA2BC, con una
p <0.0001
(Jadhav et al., | Modelo de Rata Macho Criterios de |Analisis factorial Na Na
2017) autoministracion Wistar (n=59) DSM-Vde |de 3 criterios
de alcohol vsen P49 AUD y BAL |conductuales:
sacarina al 10% - Persistencia
en la busqueda
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de drogas

durante el
periodo sin
drogas: r=0.819
- Motivacién

excesiva para la
bldsqueda de
alcohol: r=0.818
- Resistencia

al castigo: r
=0.641.

(Perez- IA2BC al 10% |Rata macho Consumo de Na Decremento en Na
Ramirez Marchigian alcohol la CRF en el
265%) Sardinian area .
(msP) retrosplenial
(n=18) visual y la red
del estriado, en
ratas
alcohdlicas y
un incremento
la CF entre las
redes
prefrontal-
cingulada y
estriatal
(Vetreno et al., |AlE (20 %) Ratas macho BEC Na Incremento de Na
2017) Wistar, 10 AIE volumen en
y 10 control en corteza
P21. cerebral,
estriado e
hipotadlamo y
un decremento
del cuerpo
calloso,
cerebelo e
hipocampo
(Dudek & Consumo Rata macho AA | Consumo de Na Menor actividad Na
Hyytia, voluntario de  (n=58) alcohol en las ratas AA
2016) alcohol al 10 % |Rata macho vs Wistar en
y administracion Wistar (n=8) CLiy ventral
de Manganese VTA con fMRI
chloride
(Vetreno et al., | AIE Rata Wistar BEC Na AD mostré Na
2016) intragastrico ~ macho (n=32) reduccion en
(20%) cerebelo,
neocorteza e
hipocampo, en
controles vs AIE
Pfefferbaum et |Modelo de Rata Wistar BAL Na Disminucién de Na
al., 2015) administraciéon  (n=22), modelo (250mg/dL) FA en cuerpo
intragrastrica de alcohol calloso (rodilla)

(n=11)

y fimbria-férnix,
durante el
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atracén y un
incremento en

MD en fimbria-
férnix
(Dudek et al., | Consumo Rata macho AA | Consumo Na Incremento  en Na
2015) voluntario de (n=42) de la actividad
alcoholal 10 % y EtOH cerebral en las
administracion vias
cloruro de mesocorticolimb
manganeso ica

nigrostriatal
para el grupo

AA.
(Simms etal., |IA2BC (10% y | Rata macho BEC IA2BC mostré Na Na
2008) 20 %) Long Evans alto consumo
(n=14) en Long-Evans,
y Wistar (n=11) Wistar y P
P (n=6)

Tabla 2. Investigaciones sobre el consumo de alcohol.

Concentracion de etanol en sangre (BEC), Curtosis media (MK), Conectividad Funcional (CF), Difusividad axial
(AD), Difusién Media (MD), Factor de anisotropia (FA), Hematoxilina-eosina (HE), indice de discriminacién (DI),
Imagen de curtosis de difusion (DKI), Imagen de tensor de difusion (DTI), Laberinto elevado en cruz (EPM),
Modelo intermitente de alcohol a 2 botellas (IA2BC), Modelo intermitente de etanol en adolescentes (AIE), Nucleo
lineal caudal (Cli), Niveles de alcohol en sangre (BAL), No aplica (NAN), Proteina acida fibrilar glial (GFAP),
Reconocimiento de objeto novedoso (NOR), Ratas Alko (AA), Ratas con preferencia al alcohol (P)y Area Ventral
Tegmental (VTA), no aplica (Na).

En los estudios de neuroimagen en participantes con dependencia al alcohol se ha encontrado
regiones y tejidos cerebrales especificos afectados por la exposicion cronica al alcohol, los
cuales son cuantificados volumétricamente, esto incluye déficits en materia gris y materia blanca
(Claus et al., 2011; Pando-Naude et al., 2021), en los cuales se ha controlado las deficiencias
nutricionales o trastornos hepaticos. Por su parte, en estudios describen algunas alteraciones
cerebrales y de conducta relacionados con el consumo de alcohol en modelo animal de rata,
algunas regiones cerebrales alteradas, se encuentran descritas en el ciclo de la adiccion, el cual
se describio con anterioridad entre las que sobresalen: Corteza prefrontal (Cardenas et al., 2005;
Vetreno et al., 2016; West et al., 2018; Zhao et al., 2018), talamo (Chen et al., 2017; Zhao et al.,
2018) e hipocampo (Vetreno et al., 2016; Vetreno et al ., 2017; Volkow et al., 2009), todas estas
areas cerebrales se encuentras referencias con el ciclo de la adiccion expuesto anteriormente, a
pesar de ello, en las ultimas investigaciones no se ha estudiado las deformaciones locales

durante el consumo voluntario de alcohol sin preexposicion.
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De igual forma, pocos son los estudios que realizan investigacién en modelo animales donde
consideren hembras y machos, y el estudio del alcohol, no es la excepcién. Priddy y
colaboradores en el 2017 realizaron una investigacion para analizar los efectos del ciclo estral
sobre el consumo de alcohol en un modelo de alcoholismo en ratas Wistar y encontraron que
las hembras bebian mas alcohol que los machos (Priddy et al., 2017), estos resultados también
son respaldados por las investigaciones realizadas por Amodeo en el 2018 en el que de la
misma manera se observd un incremento en el consumo de alcohol por parte de las ratas
hembras Wistar durante la vida adulta (Amodeo et al., 2018). En una investigacion reciente,
mediante la técnica de resonancia magnética intentaron ver un efecto de sexo durante el
consumo de alcohol, y lo que se ha encontrado es una diminucién de factor de anisotropia en
la Fimbria Férnix en ratas hembra Wistar vs machos tras la exposicion al EtOH al vapor al 95%

y un modelo de acceso continuo de alcohol de EtOH al 15 % (Zarh et al., 2020).

Sin embargo, la implementacion de modelos longitudinales es demorada, por ello que los
estudios cuentan con una muestra ~10 animales por grupo. Para ellos consideramos que la
implementacion de métodos estadisticos desde la perspectiva Bayesiana, pueden brindar una
inferencia mas precisa a este fendmeno debido a que permiten hacer inferencias con muestras
pequenas. En el siguiente tema se hablara sobre la estadistica Bayesiana y sus ventajas en el

campo de la investigacion.
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Estadistica Bayesiana

La premisa principal de la estadistica Bayesiana se basa en que el conocimiento inicial es
actualizado de forma continua a través de la evidencia, lo cual conlleva a la obtencion de un
conocimiento posterior, esto permite realizar multiples inferencias. De la misma manera, se
supone que la incertidumbre puede ser modelada utilizando la teoria de la probabilidad (Dienes
& Mclatchie, 2018; Gronau et al., 2017), la cual permite la descripcion de la incertidumbre
asociada a los sistemas estocasticos y un ajuste de modelos en la inferencia bayesiana. En la
estadistica bayesiana los parametros son considerados variables aleatorias (©), y la
incertidumbre o el grado de creencia con respecto a los parametros se cuantifica mediante
distribuciones de probabilidad, en otras palabras, la estadistica bayesiana es el unico enfoque
en el que se hace un uso explicito de la probabilidad para cuantificar la incertidumbre de la
inferencia, siendo un proceso de aprendizaje iterativo en el que se alcanzan conclusiones sobre
un fendmeno (probabilidad a posteriori) a partir del conocimiento previo sobre un fenémeno
(probabilidad a priori) y actualizando nueva informacién (informacion proveniente de los datos)
con la finalidad de realizar inferencias sobre este, si el modelo es correcto, esta perspectiva es

la esencia del método cientifico (McElreath, 2018), denotado de la siguiente manera.

p(x10) p(6)
p(x)

p(0x) =
Donde :
p(O | x): Se conoce como la distribucién posterior.
p(x | 8): L(B) es la verosimilitud. la distribucion de verosimilitud cuantifica la informacion de 6.

p(8): Es la distribucion inicial o a priori y p(x), es la distribucion a priori, contiene las creencias
sobre el parametro.

p(x): La evidencia p(x) es la probabilidad de los datos a través de todos los posibles valores de
los parametros.
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Aproximacion de la estadistica bayesiana

Las teorias computacionales de la funcion cerebral son de interés en la neurociencia y en la
neurobiologia (Parr et al., 2018), estas teorias postulan que el cerebro realiza inferencia
bayesiana, como pueden ser los procesos de percepcion y sensacion (Friston, 2010; O'Reilly et
al., 2012) . Asi mismo, la principal contribucion de un enfoque computacional a la nosologia se
basa en la nocion de un modelo generativo, el cual genera consecuencias por causas, es decir,
sintomas, signos y diagndsticos a partir de la psicopatologia y la fisiopatologia subyacente
(Friston et al., 2017). La utilidad de un modelo generativo radica en la capacidad para inferir
estados latentes a partir de resultados observados y a la oportunidad que brinda para evaluar
la evidencia dado un conjunto de mediciones previas, a este tipo de comparacion también se le
conoce como modelo bayesiano, donde la evidencia del modelo es la probabilidad de obtener

datos observados en un modelo particular (Stephan et al., 2009).

Con base en esta perspectiva podemos encontrar una serie de ventajas:
1 Permite combinar informacién continuamente, es decir, actualiza evidencia sobre una
hipétesis 0 un modelo de manera intuitiva y coherente.

2 Permite alcanzar estimaciones exactas de los parametros y hacer inferencias validas

adn con muestras pequeiias.

3 Lainterpretacion de los resultados es facil y directa ya que indica la probabilidad de que

un parametro tome un valor.

4 Se pueden incluir medidas de incertidumbre, datos perdidos y diferentes niveles de

variabilidad.

5 Permite especificar las distribuciones de los parametros a priori, cuando sabemos

como se distribuyen (priors).
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Regresion Logistica Bayesiana

La aproximaciéon bayesiana para estimar modelos de regresion binaria es utilizada para explicar

la probabilidad de una variable de respuesta binaria en funcién de algunas covariables, siendo

un meétodo basado en el modelo lineal general (GLM). EI modelo esta especificado de la

siguiente manera:

Yi ~ Bernoulli (pi)

pi=F(xTB)
Yi — variable binaria | Yi = 1 ocurre con probabilidad pi.

T

Xi — (Xi1,Xi2,Xi3...Xik) vector con valores de k variables explicativas.
T

B — (B1,B2,Bs...Bx)

F(.) — funcién de distribucion acumulada (fda).

vector de k coeficientes de regresion.

pi — XT B es el i-ésimo predictor lineal.

En caso de que F sea la fda de una distribucion normal, tenemos el enlace probit F (t) = ®(),

por el contrario, si F es la fda de una distribucidn logistica, obtenemos el enlace logit F (f) = e

t t
[1+ e

Por ultimo, se describen las principales desventajas de usar los modelos de regresion logistica,

entre los mas comunes se encuentran:

Heterogeneidad - no observada, este problema sefala que si el resultado es binario
surge de surge de un continuo latente y un umbral, entonces, los efectos observados
también deben de reflejar la heterocedasticidad latente; esto nos dice que si los
modelos fueran perfectos, todas las variables independientes podrian ser incluidas en

el modelo y podrian explicar toda la variacion de la variable dependiente y

Colapsabilidad, se conoce que los coeficientes de regresion son colapsables para el
modelo sobre las covariables no correlacionadas, sin embargo, los modelos de
regresion logistica, no tienen esta propiedad, especificamente, si una covariable que

esta correlacionada con el resultado binario se omite de la ecuacion de regresion

35



logistica, las pendientes de los predictores restantes se veran afectadas, incluso si la
covariable omitida no esta correlacionada con los predictores observados, por ejemplo,

en el caso de omitir una covariable no correlacionada, las pendientes observadas

tenderan a 0 (Mood et al ., 2010; Pang et al ., 2013).

36



Justificacion

En la actualidad, la investigacion preclinica utiliza una amplia gama de técnicas para evaluar
los eventos moleculares, celulares, sistémicos, conductuales y cognitivos asociados a la
transicion del consumo de alcohol, el presente trabajo pretende investigar alteraciones en el
fenotipo morfolégico cerebral en un modelo preclinico asociado al trastorno por consumo de
alcohol (AUD) en ratas, medido por Morfometria Basada en Deformacion utilizando imagen por

Resonancia Magnética (MRI).

Investigar un modelo de consumo de sustancias en animales, permite experimentar diferentes
etapas del trastorno por consumo de alcohol (Sanchez-Roige & Palmer, 2020), debido a que los
roedores, muestran una gran variabilidad en los niveles de vulnerabilidad y resistencia a los
fenotipos de AUD, independientemente de la dosis de alcohol al que estan expuestos nos
permiten estudiar subpoblaciones vulnerables (alto consumo de alcohol) y resilientes (bajo
consumo de alcohol) a través de procedimientos de consumo voluntario (Goltseker et al., 2019).
Actualmente, las ventajas de utilizar modelos animales para el estudio de AUD, se basa en el
modelamiento de procesos de auto-administracion, ansia, busqueda, ingesta compulsiva,
dependencia y recaida. En recientes investigaciones, se ha encontrado que la exposicion
cronica a altas dosis de alcohol produce cambios neuronales contra-adaptativos que afectan la
toma de decisiones e incrementa la impulsividad (Spoelder, Flores Dourojeanni, et al., 2017;
Spoelder, Pol, et al., 2017), mientras que en dosis bajas se presenta un incremento en la
motivacion y preferencia al alcohol (Spoelder et al., 2015), esto nos permitiria mostrar que los

modelos animales en ratas se asemejan a las problematicas de AUD en humanos.

De la misma manera, se pretende emplear modelos precisos y validos al estudiar el SUD, por
lo tanto, la identificacion del fenotipo cerebral en ratas con alto consumo de alcohol durante las
primeras etapas del entrenamiento voluntario nos proporciona una herramienta confiable para
estudiar diferentes aspectos de AUD, al mismo tiempo que se controla la vulnerabilidad y la
resistencia dentro de la poblacion estudiada (Goltseker et al., 2019). Por esta razodn,
fenotipificar los cambios cerebrales en un modelo de alcohol de alto consumo usando la imagen
por resonancia magnética, nos puede ayudar a entender los mecanismos asociados con
alteraciones en toma de decisiones, impulsividad y respuestas a estimulos reforzantes, los

cuales pueden ser posibles biomarcadores de AUD en humanos.
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Pregunta de investigacion

¢ Puede el fenotipo morfoldgico cerebral predecir el consumo de alcohol en un modelo pre-

clinico?

Objetivos

Objetivo general:

Determinar si el fenotipo morfolégico cerebral predice el alto consumo de alcohol en ratas.

Objetivos especificos

Examinar los cambios en la morfologia cerebral macroscopica en consumidores de
alcohol y controles.

Estimar la pertenencia al grupo de alto consumo de alcohol con base en cambios
morfologicos cerebrales.

Identificar los principales predictores morfolégicos en el consumo alto de alcohol.

Hipotesis

1

Las ratas que consumieron alcohol mostraran deformaciones locales en areas
cerebrales en contraste con los controles sanos.

Las areas cerebrales relacionadas con el ciclo de la adiccidn predeciran un alto
consumo de alcohol.

La corteza cerebral, el nacleo accumbens y el talamo, poseeran los coeficientes de

prediccion mas altos, al predecir el consumo alto de alcohol.
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Capitulo 3
Método

Muestra

Para la realizacion de esta investigacion se utilizaron dos muestras de ratas Wistar, la primera
tuvo como finalidad la validacién del modelo de botellas de eleccién, como estudio piloto,
mientras que la segunda se considerd solo como muestra experimental. Todas las ratas fueron
criadas en el bioterio del Instituto de Neurobiologia (INB) desde su destete en el dia 21 postnatal
(P21), hasta su sacrificio; asi mismo, este proyecto fue aprobado por el comité de ética e
investigacion del INB. El material utilizado en los modelos se encuentra descrito en el material

suplementario.

En la literatura se han reportado ingestas mayores en ratas adolescentes Wistar que en Rata
Wistar adulta (Sengupta, 2013), asi mismo se han observado diferencias en la concentracion de
EtOH (simms et al., 2009), por estas razones, se realizé un estudio piloto consistié en cuatro
modelos de alcohol, los cuales variaban en dosis de consumo (10%,20% y 10-20%) y en edad
(P45, P75 y P69), estas edades, fueron escogidas para evaluar el consumo de alcohol en la

adolescencia, iniciando la adultez y etapa adulta.

¢ Modelo 1. Modelo de acceso intermitente al 20% de alcohol, el cual se conform6 de 4

ratas Wistar, dos hembras (Rata 1y 3, en P76) y dos ratas macho (Rata 2 y 4, en P75).

e Modelo 2. Modelo de acceso intermitente al 10% de alcohol, este modelo tuvo una muestra

de 3 ratas Wistar (dos hembras; Rata 10 y 11) y una rata macho (Rata 7) en P45

e Modelo 3. Modelo de acceso intermitente al 20% de alcohol. Este modelo tuvo una pre-
exposicion al 10% de EtOH de 10 sesiones y se conformé de 3 ratas Wistar (dos hembras;
Rata 10 y 11) en P69

e Modelo 4. Modelo de acceso intermitente al 10% de alcohol esta muestra fue de 6 ratas

Wistar (tres hembras; rata 12, 13 y 14, tres machos ; rata 1516y 17) en P75.

39



Procedimiento
Modelos piloto

Todos los modelos de alcohol se encontraban en un cuarto de ciclo de luz invertido con un horario
de 8:00 A.M. a 20:00 P.M, con excepcion del modelo 4, el cual tuvo un horario de 12:00 A.M. a
12:00 P.M. La implementacion del modelo se realizé con base en las modificaciones propuestas

por Simms (Simms et al., 2008). En la Tabla 3 se exponen las caracteristicas de los 4 modelos.

Los modelos consistieron en 20 sesiones correspondiente a 45 dias, el modelo de alcohol consté

de tres fases:

e Habituacion: Colocacion de beberos con agua ionizada durante 10 dias.

e Exposicion: La rata tuvo acceso a los dos bebederos desde la sesion 1 hasta la sesidn
20, los cuales se colocaron 15 minutos después del cambio del ciclo luz/oscuridad.
En los dias: lunes, miércoles y viernes, uno de los bebederos contenia 100 mL de
solucién de alcohol al 20%, mientras que los dias: martes, jueves y sabado, ambos
bebederos tenian 100 mL de agua desionizada. Todas las ratas fueron alojadas de
forma individual.

e Medicion: Se realizaron tres mediciones de alcohol y agua por sesion.

e Medicion inicial de los bebederos a 100 mL.
¢ 30 minutos después de la colocacion de los bebederos (Preferencia).

e 24 horas después de la colocacion de los bebederos (consumo total).

Concentracion . Ciclo de luz
Modelo Muestra Edad (P Sesiones . .
(P) de EtOH invertido
4 ratas Wistar o . . .
1 (2 hombras) P75-P76 20 % de EtOH 20 (45 dias) 8:00 a 20:00
2 3 ratas Wistar P45 10 % de EtOH 10 (23 dias) 8:00 a 20:00
(2 hembras)
3 3 ratas Wistar P69 20 % de EtOH 10 (23 dias) 8:00 a 20:00
(2 hembras)
4 6 ratas Wistar P75 10 % de EtOH 6 (14 dias) 12:00 a 24:00

(3 hembras)
Tabla 3. Caracteristicas de los modelos piloto de alcohol.
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Variables

Para describir los modelos del consumo intermitente de alcohol se calcularon las siguientes
variables, las cuales se describen a continuacién (Simms et al., 2008).

» Consumo de alcohol a las 24 horas ponderado por peso de la rata (g/Kg/24h).

+ Consumo total de liquidos alcohol/agua (mL/24 h) y ponderado por peso (mL/Kg/24 h),
para ello se consideré que 100 mL de EtOH al 10% ~ 98.0608 g y 100 mL de EtOH al
20% ~ 96.1216 g.

» Atracon (Consumo de alcohol en funcion del tiempo g /Kg/30 minutos).

Modelo experimental

El modelo de IA2BC, se estudié en rata Wistar en P45 (adolescentes). Con base en una
investigacion de Vetreno (Vetreno et al., 2017), se estimé el tamafio de la muestra con ayuda de
los paquetes “Ime4”, “simr” y “ImerTest” usando el lenguaje de programacion R (R Core Team,
2019). La muestra final estard conformada por 3 bloques de ratas (n = 48), las cuales fueron
aleatorizadas en dos grupos, 12 ratas control (6 hembras y 6 machos) y 32 ratas con exposicion
a alcohol al 20% (16 hembras y 16 machos). Una muestra preliminar fue analizada en el
presente trabajo, el grupo experimental tuvo una muestra de 22 ratas Wistar (12 hembras) y
una muestra control de 7 ratas Wistar (4 hembras). Las caracteristicas de la muestra se

presentan en la Tabla 3.

Experimento 1 - Exposicion de etanol

Para la exposicion al alcohol, se implementd el modelo de Acceso Intermitente de Etanol de 2
Botellas de Eleccién (IA2BC), siendo este un modelo de consumo crénico que dura 20 sesiones,
en este modelo, el ciclo invertido fue de 7:00 AM a 19:00 PM. Igualmente, la posicién de las
botellas (EtOH-H20) fue de forma aleatoria (Amit et al., 1970; Simms et al., 2008) para controlar
las preferencias secundarias, el procedimiento del modelo alcohol, asi como las métricas a

emplear fueron descritas en el apartado de modelos piloto.
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Experimento 2 — Adquisicion de las imagenes por resonancia magnética

Las imagenes fueron adquiridas usando un resonador Bruker Pharmascan 7T (Bruker
Pharmascan 70/16US) usando una combinaciéon de una bobina de radiofrecuencia circular de
diametro de 72 mm (para transmision) y una bobina de superficie 2x2. El escaner se controld
mediante el software Paravision 6.0.1. Para la imagen estructural in vivo se implement6 una
secuencia 3D Flash pesada a T1 con dos repeticiones ocupando los siguientes parametros,
tiempo de eco de 5 ms (TE), un tiempo de repeticion de 30.76 ms (TR) y un FOV de 25.6 mm x
19.098 mm x 25.6 mm y un voxel isométrico de 160 micras. El Laboratorio Nacional de
Imagenologia por Resonancia Magnética (LANIREM) facilito la adquisicion de las imagenes en
el presente estudio de investigacion. El disefio experimental se presenta en la Figura 2. Para la

presente investigacion solo se tomaron en cuenta los datos correspondientes al Tiempo 1.

| Tiempo 1 B Tiempo 2 == Tiempo3 >
20 sesiones I | 10 sesiones |
Clase IA2BC 1A2BC .
. | |
Grupo experimental MRI-T1 MRI-T2 MR.-T3 MRI-T4 Histologfa
1
| Pruebas de conducta Abstinencia MRI ex-vivo
J Pruebas de conducta
Grupo control I
L .

[P67] [P90]
=Y | AL AL a9 | L5

Figura 2. Disefio experimental.
En el tiempo 1, se encuentra resaltado en el cuadro naranja, el cual fue el cohorte que se utilizé para analisis en
el presente trabajo.
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Capitulo 4
Analisis de datos
Preprocesamiento de las imagenes de resonancia magnética.

Las secuencia estructural fue convertida de formato Bruker a nifti usando la herramienta
brkraw (https://brkraw.github.io/), posteriormente, se realizd un promedio de estas
imagenes para finalmente ser preprocesadas usando MINC-toolkit-v2
(https://github.com/BIC-MNI/minc-toolkit-v2), ANTs V3.0 (http://stnava.github.io/ANTs/) and
Mrtrix V3.0 (https://www.mrtrix.org/), el preprocesamiento constd de los siguientes
pasos: limpiado de la sefial, correcciones de inhomogeneidad de la intensidad de la sefal y
corregistro al atlas de Fisher 344 (Goerzen et al., 2020). Todos los pasos del preprocesamiento

de imagenes se encuentran disponibles en https://github.com/DiegoAngls/Alcohol_model.

Deformacion Basada en Morfometria

Se implementé un analisis de Deformacion Basada en Morfometria (DBM) mediante la

herramienta Two Level DBM (https://qithub.com/CoBrALab/twolevel ants dbm), el cual se

encuentra basado en ANTsX/ANTs v2.3.1 5, con la finalidad de crear un mapa jacobiano por
sujeto y por cada una de las adquisiciones, para este analisis se utilizd una parcelacion

correspondiente al atlas de Fisher 344 (Goerzen et al., 2020).
Datos descriptivos

Con la finalidad de realizar comparaciones en las caracteristicas descriptivas de la muestra, se
comprobaron los criterios de normalidad para realizar estadistica paramétrica (Field et al .,

2012), usando el lenguaje de programacion R.

Modelo lineal mixto

Se evalud el cambio de la deformacién cerebral en el consumo de alcohol, mediante un modelo
lineal de efectos mixtos en el lenguaje de programacion R, usando el paquete "RMINC"

(http://mouse-imaging-centre.github.io/RMINC). Los modelos se utilizaron para evaluar el efecto
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de la edad para cada una de las adquisiciones de resonancia (T1, T2 y T3) correspondientes a
resonancia basal, 10 sesiones del modelo de IA2BC (Cambios agudos) (Simms et al., 2008) vy
20 sesiones de consumo de alcohol, asociados con el consumo cronico de alcohol. Se considero
un efecto de interaccion para el grupo experimental (control vs alcohol). En adicion, para controlar
los efectos productos del desarrollo, se anadié como covariable sexo y un efecto aleatorio (1|
ID). Todos los analisis fueron corregidos por multiples comparaciones mediante la correccion

FDR (false discovery rate, por sus siglas en inglés).

Modelfit — mincLmer (Mapa jacobiano ~ Edad * Grupo * Sexo + (1 | ID)

Modelos mixtos de clase latente

Con la finalidad de clasificar a los consumidores de alcohol como alto vs bajo consumo, se
implementdé un modelo mixto de clase latente, ya que nos permite generar clases considerando
varias mediciones en el tiempo (trayectorias), se implemento el mismo modelo mixto utilizado en
el DBM, lo unico que varié fue la variable independendiente, en este se considerd la toma

principal de alcohol g/Kg/24h, un valor por cada sujeto (ID) y por cada sesion.

Este analisis se corrié en el lenguaje de programaciéon R con el paquete lcmm (Proust-Lima et

al., 2017), con 100 iteraciones y con la estimacion de dos clases.

Modelo de regresidn logistica bayesiana

Con la finalidad de saber si las deformaciones locales cerebrales predicen el alto consumo de
alcohol en ratas, se implementd un analisis estadistico bajo el marco de inferencia bayesiana,
en donde se utilizé el lenguaje de programacion probabilistico STAN v2.26 (Stan Development
Team, 2020), el cual nos permite especificar modelos probabilisticos y aproximar distribuciones
posteriores, a través de una técnica de muestro conocida como Cadenas de Markov Montecarlo
(MCMC, por sus siglas en inglés). Este analisis se implementé en el lenguaje de programacion
R (R Core Team, 2019) y con el paquete brms (Burkner, 2018) .

Para este modelo, se extrajeron los picos significativos por cada regién cerebral, ver Tabla 6.

Previamente se generd una clase (alto consumo y bajo consumo), solo para el grupo

experimental. Finalmente, se realizé un modelo regresion logistica bayesiana.

Dado lo anterior se propuso el siguiente modelo:
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Yi~ Bernoulli (i), i=1 ..., n logit (11i)= B0 + 31 * area cerebral; + ... B2 * area cerebral, + €i

Para este modelo se utilizé informacion previa una distribucion N (0,0.5) tanto para el intercepto,
como para las B (McElreath, 2018) . Adicionalmente para estimar la distribucion posterior se
ajustdé un modelo con los siguientes parametros: cadenas quemadas = 500, iteraciones = 5000,
cadenas =4 y una semilla = 0911.

Con la finalidad que obtener inferencias validas, se verificd la convergencia de la distribucion
posterior de todos los parametros de interés mediante métodos graficos (graficas de traza y

autocorrelacion) y con un criterio de R entre 1y 1.05 (Gelman & Hill, 2006) .
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Capitulo 5

Resultados

Resultados de los modelos piloto de alcohol

En la Figura 3 se encuentra el desempeio asociado al consumo de alcohol, mientras que en la
Figura 4 se observan los resultados del consumo de agua ionizada, en comparacion con la
preferencia de consumo a los 30 minutos. Con base en los resultados de Simms, las ratas
Wistar después de la sexta sesion alcanzan un consumo promedio de 5.8 £ 0.8 g/Kg/24h, no
obstante, su consumo medio tiene un rango de 1.2 a 9.7 g/Kg/24h, en la Tabla 4 se muestran
las métricas que se obtuvieron en los modelos piloto. Aunado a esto, en los modelos 1y 3 se
observa un consumo mayor de alcohol a las 24 horas en comparacion con los otros dos
modelos. Dentro del modelo 3, el cual fue previamente expuesto a una concentracion del 10 %
de EtOH correspondiente al modelo 2, mostrd resultados similares a los que se obtuvieron en
el modelo 1, es por ello que consideramos que la pre-exposicion de alcohol al 10% no mostré
un efecto en el grupo de ratas adultas, sin embargo, el modelo 2 obtuvo el consumo mas alto
de alcohol a los 30 minutos, por lo que consideramos que podria ser un buen modelo para

estudiar la intoxicacién aguda.

La preferencia por el consumo de alcohol sobre el agua se calculd solo en el tiempo de ingesta
minima (30 minutos), esta medida toma relevancia al presentar las botellas de forma aleatoria
(contrabalanceo, con una probabilidad de 0.5) mostrando un grado de preferencia por la droga.
En la Figura 4 se observa el porcentaje de preferencia de alcohol para cada uno de los modelos,
siendo el modelo 2 el que tuvo una mayor preferencia con 45.55% y el modelo 4 con una minima
preferencia de 11.88. Esta métrica, fue significativa mediante la implementacion de un Analisis
de Varianza de una Via (ANOVA), F(3)= 19.25 y una p <0.001 en el factor grupo, por lo que se
realizé una la prueba post-hoc, con método de Tukey, se encontraron diferencias significativas
en comparaciones contra el Piloto 2 (Piloto 2 vs Piloto 1), con una p - adj <0.001, sin embargo

en comparacién con el Piloto 3, no se encontré esta diferencia significativa.
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Figura 3. Preferencia del consumo de alcohol.

Se muestra una grafica de densidad para cada uno de los modelos piloto, la linea punteada representa un
umbral de preferencia al 50%.

Toma principal de alcohol g/Kg/24h Total de qurLdLO/;;:honsumidos Total de flmuiLd/g(smc]ionnsumidos Péteé(:/eﬁzcioa
Modelo EtOH (sd) H20 (sd) EtOH (sd) H20 (sd) EtOH (sd) H20 (sd) %
1 3.11(1.06) 11.22 (1.55) 9.37 (3.06) 31.06 (4.89) 1.85 (1.02) 2.67 (1.51) 26.27
2 2.72 (1.06) 3.60 (0.76) 12.34 (3.54) 15.91(3.98) 1.33 (0.63) 1.26 (0.76) 45.55
3 3.64 (0.68) 5.14 (1.41) 12.69 (3.31) 18.36 (5.29) 2.19 (0.86) 1.85 (0.93) 41.67
4 1.62 (0.36) 12.65 (1.80) 4.99 (1.02) 39.86 (4.88) 0.79 (0.39) 3.14 (0.66) 11.88

Tabla 4. Resultados globales de los modelos piloto.
Se presentan las principales métricas del modelo IA2BC, de los cuatro modelos piloto, media (sd).
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Modelo experimental

Los animales que fueron expuestos al modelo IA2BC tomaron 1.90 + 2.08 g/Kg de alcohol a las

24 horas al finalizar un total de 20 exposiciones de alcohol al 20%. No se observé una diferencia

estadistica en los pesos del grupo experimental y el grupo control, en la resonancia basal (0.269.

1+ 0.070 Kg, para el grupo control, 0.273 + 0.080 Kg en el grupo experimental), ni en la resonancia

al finalizar el modelo de alcohol, ver Tabla 5.

Control Experimental .
n=7) (n = 22) Estadistico
Sexo
Hembra 4 12 X2 (1) =0.166
Macho 3 10 p =0.683
Edad (dias) 902 902 n.a
Sesiones
IA2BC 20 20 n.a
Peso (9)
t (263) = -0.615
General 269+ 70 273 + 80 D = 0.683
t (274) = 2.55
Hembra 222 + 30 212 +40 p = 0011+
Macho 31370 325 + 68 t(207)=-1.48
p =0.13
Toma principal de alcohol g/Kg/24h n.a 1.90 + 2.08 n.a
Atracén g/Kg/30min n.a 0.24 +0.32 n. a

Tabla 5. Resultados globales del modelo de alcohol.
Se presentan las principales métricas del modelo IA2BC, de los cuatro modelos piloto, media + sd; n.a, no aplica;

* p<0.05; ; ** p<0.01; *** p<0.001.

Experimental

(n = 22) Estadistico
Hembras (n=12)  Machos (n=10)
Peso (g)
t(578) = - 24.96
212 +40 325+ 68 D < .001%*
Toma principal de alcohol
g/Kg/24h
t (597) = - 24.96
1.36 £1.46 2.13+2.31 D < 001+
Atracén g/Kg/30min
t(632)=-6.41
0.16 £ 0.20 0.31+£0.40 D < .001%*

Tabla 6. Comparaciones globales del modelo de alcohol
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Se presentan las principales métricas del modelo IA2BC, media £ sd ; n.a, no aplica; * p<0.05; ** p<0.01; ; *** p<.001.
Después de las comparaciones generales entre los controles contra el grupo experimental, no

se observamos diferencias significativas en el peso de las ratas ni en la proporcion por sexo de
los grupos. Sin embargo, como encontramos diferencias significativas por sexo en las métricas
de alcohol, solo del grupo experimental, se decidié correr el modelo lineal de efectos mixtos,

agregando sexos como covariable, véase Tabla 5

Deformacion basada en morfometria

Utilizando los modelos lineales mixtos, en la comparacién de nuestro interés se encontraron
diferencias de interaccion entre las sesiones de resonancia y en el consumo de alcohol (control
vs experimental) con una p<0.05, en los volumenes relativos en corteza cerebral, talamo,
caudado putamen y giro dentado, ver Tabla 6. Sin embargo, estas diferencias no soportaron la
correccién por multiples comparaciones (FDR) . Estos cambios observados en la evolucién del
modelo de alcoholismo pueden observarse en la Figura 5. Asi mismo, no se observé un efecto

de interaccion con la variable sexo.

Area cerebral Lateralidad Coordenadas (x y z) t -value Efecto
Talamo Izquierda -2.348, -2.418, 5.011 -2.67 Decremento
Corteza cerebral Derecha 1.88, 0.577,9.511 -2.67 Decremento
Caudado-Putamen Izquierda -2.78, 1.830 5.689 2.72 Incremento
Giro Dentado Izquierda -5.69, -5.897, 4.545 2.72 Incremento

Tabla 7. Cambios cerebrales locales
Principales areas cerebrales significativas asociadas al consumo de alcohol, con el contraste (edad*grupo).
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Figura 5. Deformaciones cerebrales locales.
Mapa cerebral de valores f, con contraste (edad*grupo), en colores célidos observamos incrementos locales en
areas cerebrales, mientras que en colores frios se observa principales cambios de decremento.

Modelo mixto de clases latentes

Para identificar las caracteristicas de alto consumo de alcohol en el modelo de Acceso
Intermitente de alcohol a dos botellas, el analisis mixto de clases latentes, mediante la medida
de la toma principal de alcohol g/Kg /24 mostré dos principales grupos de consumidores de
alcohol. El modelo de dos clases fue el mejor modelo que se ajusté a los datos, en comparacion
con el modelo de estimacion de tres clases (ver Figura 6), lo cual se comprobd mediante el

criterio de informacion de Akaike (AIC, por sus siglas en inglés).
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Figura 6. Clasificacion del consumo de alcohol.
El modelo mixto de clases latentes encontré dos clases, en rojo se muestra los altos consumidores (clase 2), y en
negro los consumidores bajos (clase 1), durante el consumo de las 20 sesiones. IC, Intervalo de confianza.

Los altos consumidores tenian un consumo 2.56 + 3.42g/Kg/24h y un atracén 0.32 +0.42
g/Kg/30min, (40.9%, n =12), mientras que los bajos consumidores consumieron en promedio
1.41 £ 2.449g/Kg/ 24 h'y en atracon 0.15 + 0.26 g/Kg/30min (49.1%, n =10).
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Experimental

Con_trol (n=22) Estadistico
(n=7) Alto consumo Bajo consumo
(n=12) (n =10)
Sexo
Hembra 4 8 4 X2 (2)=11.39
Macho 3 4 6 p = 0.0033*
Edad (dias) 90 90 90 n.a
Sesiones
IA2BC 20 20 20 n.a
Peso (9)
General 270 70 270 80 280 +80 F(2)=2.7
p =0.06
Hembra 230 £ 30 210 40 220 £30 F (2) =3.56
p = 0.029*
Macho 330 170 320+ 80 320 £70 F (2) =0.15
p=0.85
Toma principal de alcohol g/Kg/24h
General n.a 2.56 £ 3.42 141+2.44 t(277)=2.43
p <.015*
Hembra n.a 1.68 £1.99 1.02 £0.60 t (381) =5.01
p <.001*
Macho n.a 3.49+4.27 1.67 £3.09 t (298) = 4.84
p <.001**
Atracon g/Kg/30min
General n.a 0.32 £0.42 0.15+0.26 t (463) = 4.80
p <.001*
Hembra n.a 0.19 £0.27 0.14 £0.18 t (578) = - 24.96
p <.001*
Macho n. a 0.46 £0.50 0.16 +0.31 t(183) =1.95
p =0.052

Tabla 8. Resultados globales del modelo de alcohol.

Se presentan las principales métricas del modelo IA2BC, de los cuatro modelos piloto, media + sd; n.a, no aplica;
* p<0.05; ; ** p<0.01; *** p<0.001.

Después de encontrar las clases, se encontraron diferencias significativas entre hembras las
hembras de alto consumo versus las hembras de bajo consumo, lo cual se observa en la Tabla

4. Este efecto no se observd en los machos.
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Figura 7. Principales métricas de consumo de alcohol

Se presentan los consumos de alcohol, toma principal de alcohol en azul y atracdn en rojo para las dos clases (alto
consumo y bajo consumo) durante las 20 sesiones del modelo de alcohol.

Modelo Predictivo (Alto consumo)

El modelo predictivo de regresion logistica bayesiana en todos sus predictores logré converger
para las 4 cadenas y las 5000 iteraciones, asi mismo mostrd convergencia con el parametro r-

hat = 1, para los coeficientes, demas se tuvo un promedio de 37000 cadenas efectivas.

Con la finalidad de facilitar la interpretacion de los intervalos de credibilidad (IC), se realizé una
transformacién de escala logit a exponencial. Todos los predictores de las regiones cerebrales

que habian mostrado incremento o decremento en la deformacion cerebral propuestos en el
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modelo, incrementan la probabilidad de clasificar a las observaciones como altos consumidores,

ver Figura 8.
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Figura 8. Intervalos de credibilidad.
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Se observa los Intervalos de credibilidad y la distribucion predictiva posterior, para cada parametro, la linea punteada
representa el 0, donde todos los IC son diferentes a 0.
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Capitulo 6

Discusion

El presente proyecto buscd encontrar el fenotipo cerebral medido por deformacion basada en
morfometria (BDM) en un modelo de alcoholismo. El consumo de alcohol en ratas Wistar se
desempeno de forma muy similar a resultados que se han encontrado en la literatura, esto, en
comparacién con la medida mas utilizada de toma principal de alcohol g/Kg/24h, en donde se
observé un consumo promedio de 1.90 + 2.08 g/Kg para el grupo experimental, y una vez
clasificadas por alto y bajo consumo un promedio de 2.56 + 3.42 g/Kg/24h y 1.41 + 2.44 g/Kg/24h
respectivamente. Esto puede variar por cepa de rata y edad, asi como también por el modelo de
alcoholismo empleado, por lo que no debe generalizarse (Carnicella et al., 2014) . Basados en
los resultados presentados por nuestros pilotos, nosotros implementamos el modelo de Acceso
Intermitente de Alcohol a dos Botellas (IA2BC), como el piloto 2, ya que era el modelo en el que
mas preferencia de consumo habia, sin embargo, al ver que el desempefio de toma de alcohol,
durante todas las sesiones, era similar, en comparacién con los modelos de consumo al 20% de

alcohol, decidimos modificar el consumo de 10% a 20% de alcohol.

Las neuroadaptaciones inducidas por el consumo de sustancias generan cambios patoldgicos
en la morfologia cerebral, que parecen ser lo suficientemente sensible para ser observados
macroscopicamente con imagenes por resonancia magnética (MRI), como lo demuestran los
estudios de neuroimagen en pacientes humanos y en modelos animales (Fowler et al., 2007;
Goldstein & Volkow, 2002). Si bien, nuestros resultados mostraron cambios en el grupo de
interaccidon (control vs alcohol) con una p<0.05, estos cambios no son robustos al no ser
significativos con una prueba de multiples comparaciones (FDR), lo que se puede explicar por
un efecto pequefio en los controles. Por otra parte, se han encontrado cambios cerebrales
producto de la deformacion cerebral en modelos de consumo de alcohol (Zahr et al., 2020; Zhao
et al., 2018), lo que diferencia a esos estudios del nuestro es el consumo voluntario de nuestra
muestra, es decir, no existe un consumo forzado o una pre-exposicion a la droga previa al
consumo. Con base en esto, los cambios cerebrales por DBM que encontramos en la interaccion
mapa_jacobiano*grupo, nos permiten aproximar el fenotipo asociado al consumo cronico del

alcohol, en un modelo pre-clinico. De la misma manera, no se encontraron cambios cerebrales
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robustos cuando se realizé el contraste de sexo, en comparacion con otras investigaciones que
si los encuentran (Zahr et al., 2017), a pesar de que no hubo diferencias en la proporcion de
machos versus hembras, esto puede deberse a que el tamafio de la muestra es pequefio.

Encontramos cuatro principales regiones cerebrales con un efecto de interaccion, al finalizar 20
sesiones de alcohol al 20%, el talamo y la corteza cerebral mostraron un decremento local,

mientras que el caudado-putamen y el giro dentado mostraron un incremento local.

El Caudado-Putamen y el tadlamo, son estructuras que se han descrito en la fase de
Atracon/Intoxicacion del ciclo de la adiccion (Volkow et al., 2019). En estudios previos, se ha
reportado que existe una reduccidon en el talamo en consumo de alcohol (Zahr et al., 2013; Zhao
et al., 2018), que es reversible después un periodo de abstinencias, lo cual corresponde a
nuestro modelo, de la misma manera, se ha descrito que el circuito cortico-ganglio basal-talamo
regula el desarrollo y mantenimiento de conductas adictivas (Nestler, 2013; van Huijstee &
Mansvelder, 2015). El cuerpo estriado dorso medial es importante en la realizacién de conductas
dirigidas a objetivos, mientras que el cuerpo estriado dorsolateral (Caudado/putamen, CP) regula
las conductas habituales (Yager et al., 2015). Cabe mencionar, que la presente investigacion,
muestra un incremento cerebral local de CP, el cual puede deberse a un aumento de cuerpos
celulares o conexiones sinapticas, producto de la generacién de habitos. Lo cual, puede reflejar
el consumo continuo de la rata y la generacion de la conducta adictiva, asi mismo lo expresa
Simms en el 2008, donde menciona que el modelo intermitente de alcohol a dos botellas (IA2BC),
después de la sexta sesidén de consumo, genera una estabilidad en la toma de alcohol (Simms
et al., 2008).

Adicionalmente, es relevante recordar, que las drogas de abuso aumentan la dopamina en el
circuito de recompensa (que es importante para iniciar y mantener comportamientos motivados)
comprenden las areas del mesencéfalo (incluida el area tegmental ventral (VTA) y la sustancia
negra), el estriado ventral (incluido el nicleo accumbens (NAc) y estriado dorsal (incluidos el
caudado y el putamen) (Huang et al., 2018).
En adicion, la otra estructura relevante en la fase de Atracon/Intoxicacion, es el talamo, este es
parte integral de los circuitos que subyacen a los procesos de recompensa (Haber & Calzavara,
2009) y de inhibicién de la respuesta, media los procesos de prominencia y control en conductas
orientadas a objetivos (De Bourbon-Teles et al., 2014; Parnaudeau et al., 2015). Estudios
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recientes en roedores se han centrado en el papel del tdlamo paraventricular (PVT) en la
adiccion, probablemente debido a sus amplias conexiones con el estriado ventral y dorsal (Vertes
& Hoover, 2008). EI PVT se ha centrado en el restablecimiento de los comportamientos de
busqueda de drogas y en la mediacion de asociaciones entre drogas y sefales relacionadas con
las drogas. Se ha encontrado activacidn neural (evaluada mediante la expresion de c-Fos)
(Wedzony et al., 2003) en el PVT después del restablecimiento del comportamiento de busqueda
de drogas en rata. Este restablecimiento puede corresponder a ansias / atracones / recaidas, y
la activacion del talamo asociada con un aumento de los comportamientos de restablecimiento
puede indicar una mayor prominencia asociada con las sefiales de la droga (Huang et al., 2018),

el cual se observo en este caso, consumo de alcohol.

Tanto la corteza cerebral como el hipocampo son estructuras que se han descrito en la fase de
Preocupacion-Anticipacion del ciclo de la adiccion. Se ha observado que el comportamiento
repetido asociado a la recompensa resulta en la aparicién de habitos. El cual es necesario para
el establecimiento de la adiccion (Singer et al., 2018). Si la exposicién a la droga continua, se
puede generar una reduccion de la conexion de la corteza cerebral que van hacia el cuerpo
estriado, interrumpiendo la seleccidén de sobreactividad del control (Renteria et al., 2018) .

Otra investigacion que muestra alteraciones en la corteza cerebral es la de Dudek y
colaboradores en el 2015, ellos encontraron mayor activacion cerebral medido con resonancia
magnética funcional en la corteza y el cingulo, en rata con preferencia al alcohol con un consumo
de alcohol al 10%. Sin embargo, en esta investigacién realizé un modelo de pre-exposicion a la
droga, haciendo més vulnerables a las ratas. Las activaciones de la corteza prefrontal se explican
por las proyecciones de VTA y la sustancia nigra en los circuitos mesocortico-limbicos y
nigroestriatales involucrados en las propiedades reforzantes de la droga (Dudek et al., 2015).
Por lo tanto, existe evidencia tanto consistente con la nocion de que el debilitamiento de los
mecanismos de autocontrol se correlaciona con un rendimiento deficiente en los circuitos de
corteza como consecuencia de adaptaciones inducidas por drogas en la red estriatal o, por dafo
directo a PFC (Tang et al., 2015; Winstanley et al., 2010). Es por ello, que la corteza prefrontal,
es la principal region cerebral de mdaltiples intervenciones conductuales destinadas a fortalecer
la funcidn ejecutiva y disminuir la prominencia de incentivos de las drogas (Antonelli et al., 2021;
Schluter et al., 2018).
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En relacion con el hipocampo, estudios indican que es una estructura involucrada en la
fisiopatologia de varios trastornos psiquiatricos, incluida la adiccion a las drogas (Lester, 2011) .
La exposicion a sefiales y contextos asociados con las drogas de abuso aumenta la actividad
hipocampal tanto en los humanos con dependencia al alcohol (Hermann et al., 2006) y en los
modelos animales (Barr & Unterwald, 2015). Recientemente, se encontré que la inhibicion de la
transmision sinaptica en las células granulares del giro dentado, impulsa la busqueda y el
consumo de alcohol, lo cual sugiere el importante papel de GD en la transicion a la adiccion
(Beroun et al., 2018).

Todas las alteraciones producto del consumo de alcohol se han asociado tanto a la literatura
como a investigaciones recientes, por lo que consideramos que desarrollar modelos murinos que
nos permitan evaluar la progresion del consumo de alcohol, son de gran utilidad para entender
las posibles causas y consecuencias que genera el alto consumo de alcohol, los cuales son

dificiles de cuantificar en humanos.

Por su parte, el modelo de prediccion mostré que las regiones cerebrales encontradas en la
interaccidon de sesion*grupo de nuestro modelo lineal de efectos mixtos son asociados con un
alto consumo de alcohol en las ratas (toma principal de alcohol g/Kg/24h). Esto nos indica que
es posible que el fenotipo cerebral nos permita identificar subgrupos de alto consumo, para ello,
es importante recordar que alto consumo de alcohol es considerado como un predictor que
incrementa la probabilidad de desarrollar un trastorno por consumo de alcohol (AUD) en edades
tempranas (Goltseker et al., 2019), en nuestro caso, un decremento cerebral en la corteza
prefrontal y talamo y un incremento cerebral en el caudado-putamen y giro dentado. Sin embargo,
no existe trabajos que intenten generar modelos de prediccion de alto consumo en ratas, y
nuestros hallazgos al no ser corregidos por FDR, no pueden ser generalizados, por lo que
recomendamos realizar este tipo de modelos y probarlos en muestras independientes para

determinar su desempeno y posteriormente su validacion.

Finalmente, como se ha descrito con anterioridad, estas regiones cerebrales se han relacionado
con cambios funcionales y estructurales medidos por la técnica de resonancia magnética y nos
han permitido identificar alteraciones, sin embargo, con los resultados encontrados, no podemos
generalizar nuestros resultados hasta realizar comprobaciones histologicas, principalmente la

tincion de Kulver Barrera.
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Limitaciones

El presente proyecto busco encontrar el fenotipo cerebral medido por deformacién basada en
morfometria (DBM) en un modelo de alcoholismo. Aqui nosotros describimos cuales son las

limitaciones que observamos durante el estudio.

(1) El Trastorno por Consumo de Alcohol, es un trastorno que cuenta con criterios especificos
para su diagnodstico en humanos (i.e., deseo persistente por reducir o controlar el
consumo, afectaciones sociales e interpersonales, consumo continuo a pesar de
problemas fisicos y/o psicolégicos), por lo que emular las condiciones en un modelo
murino, se vuelve un reto, no solo para la presente investigacién, sino para futuras

investigaciones

(2) Con la finalidad de conocer cual era la dosis de alcohol en sangre consumida por el grupo
experimental, se realizo la extraccidon de la muestra al finalizar las 20 sesiones de consumo

de alcohol, sin embargo, no se analizé la medida de alcohol en sangre para este estudio.

(3) No presentamos métricas conductuales que nos permitan abordar una relacién con la
motivacion del consumo de alcohol y/o |la presentacién de un deterioro cognitivo asociado

a Su consumao.

(4) La parcelacién cerebral que se implemento para el analisis de DBM, carece de regiones
cerebrales que se han descrito en el ciclo de la adiccién (amigdala, nucleo habelunar e
insula) (Volkow et al., 2019), obteniendo como resultados picos de deformacién poco

exactos como fue en el caso de la corteza cerebral.
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Conclusion

El trastorno por consumo de alcohol es un trastorno que presenta alta prevalencia a nivel nacional
e internacional, haciendo que sea un problema de salud publica. Encontrar los fenotipos
cerebrales asociados al consumo de alcohol, es sin duda un reto para la neurociencia
traslacional. De la misma manera, modelizar el trastorno de consumo de alcohol tiene muchas
problematicas actualmente, debido a la caracterizacion de los criterios que presenta el mismo.
Sin embargo, la presente investigacion realizé un estudio de medidas repetidas con la finalidad
de observar la evolucién del consumo de alcohol y sus alteraciones morfolégicas asociadas.
Siendo esta, una de las primeras investigaciones en donde se busca observar el consumo de
alcohol en un contexto preclinico, ecolégico y sin ningun tipo de induccién u administraciéon
forzada de dicho consumo. El modelo de acceso intermitente de alcohol a dos botellas (IA2BC),
es un modelo de alcoholismo que tanto en la literatura como en la presente investigacion fue

replicable para generar un consumo cronico en rata.

Se encontraron alteraciones cerebrales asociadas al consumo crénico de alcohol en
comparacién con el grupo control. Hay un decremento local en el talamo y la corteza cerebral, y
un incremento local en el giro dentado y el caudado-putamen, a pesar de que estas
deformaciones no fueron significativas por multiples comparaciones, todas las areas se
encuentran involucradas en el ciclo de la adiccion, descrito en la literatura.

La implementacion de analisis estadisticos poco frecuentes, como son los modelos mixtos y los
analisis basados en perspectiva Bayesiana, nos ayudan a modelar no solo las medias, sino, son
la variabilidad por sujeto y asi, tener una mejor estimacién generando resultados mas confiables
de nuestro fendbmeno de estudio.

A pesar de que nuestros hallazgos no son corregidos por multiples comparaciones, estos
resultados permiten ampliar el conocimiento de las fases de atracon intoxicacion y preocupacion
anticipacion, sosteniendo la teoria del circuito de la adiccion. Estos hallazgos pueden continuar

explorandose para analizar las alteraciones cerebrales del alto consumo de alcohol.
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Material suplementario

Material para el modelo de acceso intermitente de alcohol

Materiales:

1. Bebederos 100 mL marca redkit.

. Alcohol de cana al 96%.

2
3. Agua desionizada.
4. Parafilm

Todo el material y  procedimiento, se

https://github.com/DiegoAngls/Alcohol model.

encuentra

disponible

en

linea,
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