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Resumen

El desérden por consumo de etanol (AUD), es uno de los problemas mas grandes que azota a México
y al mundo, este se define como el excesivo consumo de etanol que afecta a la salud fisica y mental.
El cerebelo, por sus capacidades modulatorias generales, puede ser una diana importante en el
tratamiento y entendimiento del AUD. Sin embargo, aun se desconoce qué regiones del cerebelo y de
qué modo actian sobre el AUD. Este estudio tiene la finalidad de explorar el efecto de una exposicion
cronica al etanol sobre un modelo de ratas Wistar para determinar los efectos de este sobre las
diferentes regiones del cerebro, particularmente del cerebelo. Este modelo, denominado de acceso
intermitente a dos botellas (IA2BC), consiste en exponer a ratas Wistar adultas jévenes (P45) durante
20 sesiones a etanol al 20% y a una alternativa de agua. Posteriormente se hicieron analisis funcionales
con el nuevo software denominado RABIES y FSL. Durante estos analisis se encontraron diferencias
significativas en la conectividad de Crus I y 11, al igual que el Vermis, en el cerebelo. Esto sugiere que
una exposicion croénica al etanol induce cambios en el cerebelo, lo que vuelve a la rata mas vulnerable

a sufrir AUD, esto debido a la pérdida de capacidades regulatorias asociadas al cerebelo.



Abstract

Alcohol Use Disorder (AUD) is one of the major problems afflicting Mexico and the world. It is
defined as the excessive consumption of ethanol that affects physical and mental health. The
cerebellum, due to its general modulatory capacities, can be a key target in the treatment and
understanding of AUD. However, it is still unknown which regions of the cerebellum are involved
and how they impact AUD. This study aims to explore the effect of chronic ethanol exposure on a
Wistar rat model to determine its effects on different brain regions, particularly the cerebellum. This
model, called Intermittent Access to Two Bottles (IA2BC), involves exposing young adult Wistar rats
(P45) to 20% ethanol and an alternative of water over 20 sessions. Subsequently, functional analyses
were conducted using the new software called RABIES and FSL. During these analyses, significant
differences in the connectivity of Crus I and 11, as well as the Vermis, were found in the cerebellum.
This suggests that chronic ethanol exposure induces changes in the cerebellum, rendering the rat more
vulnerable to experiencing AUD. This vulnerability is attributed to the loss of regulatory capacities

associated with the cerebellum.
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Introduccidon

Historia de la investigacion cerebelar

En el pasado, la funciéon cognitiva del cerebelo habia sido una cuestion de debate
intenso en la comunidad cientifica, no asi su rol en la integracién y coordinacién motora
(Reeber et al., 2013). Generalmente, se aprende que la funcién principal del cerebelo es
coordinar la actividad motora del organismo mediante el reconocimiento de patrones
neuronales, mismos que el cerebelo usa para predecir los movimientos 6ptimos para cada
circunstancia (D'Angelo et al., 2012). Esto ultimo es claramente visible en casos de dafio
cerebelar, en donde esta habilidad para reconocer patrones se ve impedida, llevando a un

conjunto de problemas motores denominado ataxia (Ashizawa et al., 2010).

Marie Jean-Pierre Flourens, uno de los pioneros en el estudio empirico del cerebelo,
determiné que el dafio al cerebelo en palomas podia quitarles la capacidad de vuelo, no a raiz
de debilidad sino de una pérdida en la capacidad de coordinar su aleteo (Yildirim et al., 2007).
En particular, Jean-Pierre fue el que descubrié que el movimiento no se origina en el cerebelo,
solo lo coordina. Fue mas adelante, con otros fisidlogos como Luigi Luciani (Habas, 2021),
que hizo cerebeloctomias en perros, que quedoé bien cimentada la idea de que el cerebelo tenia
una funcion vital en la coordinacién motora mas no era el origen del movimiento mismo. Fue
a causa de estas investigaciones que se determind que “sin importar qué otras funciones este
pudiera tener, el cerebelo actiia como el centro que preside sobre el equilibrio y la coordinacion
muscular general”. Por ultimo, fueron las observaciones de investigadores como Sanger
Brown y Babinski las que consolidaron la idea de que el cerebelo unicamente esta involucrado
en el control motor, una perspectiva que se convirtié en un bastiéon de las neurociencias de

aquella época (Habas, 2021).

No fue sino hasta después de los 80s que se comenzé a aceptar el papel del cerebelo
en funciones cerebrales distintas, en particular, su papel en la modulacién de la cognicion y del
comportamiento (Baillieux et al., 2008; Carta et al., 2019; Courchesne et al., 1987; Courchesne

et al., 1988; Diamond, 2000). Sin embargo, a partir de la publicacién de Jeremy Schmahmann



en 1997, denominada “The Cerebellum and Cognition”(J. Schmahmann, 1997; Jeremy D.
Schmahmann, 2019) que el consenso cientifico al respecto cambi6 rapidamente. Ahora bien,
a pesar de que el cerebelo haya sido reconocido como un centro de regulaciéon cognitiva
importante, la mayoria de los estudios siguen manteniendo una narrativa cortico-céntrica,
incluso aun cuando el cerebelo si es considerado en el estudio del fendmeno de interés, como

por ejemplo, el Parkinson (Huang et al., 2018).

El cerebelo también actia como un optimizador motor, particularmente (Shiffrin et al.,
1984). Este proceso es tnico debido a la transicién que existe entre procesamiento controlado
y automatico, en donde la integracién de movimientos asociados a la resoluciéon de una tarea
puede ocurrir de manera incrementalmente mas eficiente; es decir, movimientos que
normalmente requieren del uso de las capacidades cognitivas superiores y de atencioén del
individuo, se vuelven mas estereotipadas y gradualmente inmunes a los efectos distractores de
las tareas que se estén ejecutando (Koziol et al.,, 2014; Ramnani, 2006). Aproximaciones
modernas al estudio de este fendmeno apuntan a que esto también ocurre durante procesos

enteramente cognitivos (Srivastava, 2015).

Desde le década de 1970 han surgido diversas teorfas computacionales que han estado
basadas en la anatomia y fisiologfa de los circuitos cerebelares que sugieren que estos circuitos
pueden almacenar una especie de “memoria motora” (Blomfield et al., 1970). Algunos de estos
modelos han sugerido que este almacenaje ocurre gracias a la interaccioén entre las células de
Purkinje y sus entradas (D’Angelo et al., 2016). Es asi que, en el modelo de Marr (Blomfield
etal., 1970; Marr, 1969), se da una importancia particularmente grande a las interacciones entre
la corteza cerebral con la cerebelar. Este ultimo modelo sugiere que algunos comandos de alto
nivel de la corteza cerebral pueden tener acceso a proyecciones de menor nivel en el cerebelo,
de modo que, un movimiento puede ser desencadenado de manera completa y exitosa con
solo una fracciéon de la informacion. Este tipo de asociacidon entre cortezas, resultaria en la
habilidad del cerebelo para ejecutar movimientos complejos con relativamente poca actividad
en la corteza cerebral. En 1971, Albus propuso mecanismos similares, en donde sugirié que la
memoria motora estaba codificada en “fuerzas sinapticas” (Albus, 1971). Ese modelo fue

capaz de predecir que el aprendizaje ocurre gracias a la activacion concertada de varios grupos
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neuronales y pudo diferenciar la activacion corta, posteriormente asociada al movimiento, de
la larga, posteriormente asociada a la memoria y al aprendizaje.(Greger et al., 2005; Lee et al.,
2015; Medina et al., 2008). Esto fue, ademas, mas adelante respaldado por el hallazgo de

interacciones importantes entre la corteza, el cerebelo y el talamo (Caligiore et al., 2017).

La forma clasica mediante la cual la corteza motora alcanza a la corteza cerebelar es via
proyecciones monosinapticas en los nicleos pontinos (J. D. Schmahmann et al., 2004). Estas
proyecciones tienen un rol sumamente importante en el aprendizaje motor y su organizacion
es conocida, especialmente en primates no humanos (Ramnani, 2006; J. D. Schmahmann et
al., 2004). Ademas, hoy se sabe que existen aferentes similares con origenes en la corteza
prefrontal y parietal. También existe evidencia de otras vias sinapticas, como aquellas que
conducen informacién desde el neocortex, pero ain no se sabe con certeza como se organizan
(Balsters et al., 2010). Sumandose a esta evidencia, a través de métodos de tractografia, se ha
encontrado evidencia de proyecciones cerebelares en direccion a otras regiones del cerebelo,
en particular, mediante el tracto cortico-ponto-cerebelar que puede ser el principal responsable

de la integracion cortico-cerebelar (Kamali et al., 2010).

El proceso adictivo y su rol en el desorden de consumo de etanol

Dado que, en las dltimas décadas, ha surgido un creciente cuerpo de evidencia sobre
el rol del cerebelo en el comportamiento que este se ha convertido en un objeto importante
en el estudio de las anormalidades en este, como lo son los desérdenes del consumo y, en
particular, el desorden del consumo del etanol. En términos sociales, el entender los efectos
de los des6rdenes del consumo jamas ha sido mas importante, con un incremento generalizado
en el consumo de sustancias adictivas, el desarrollar tratamientos y soluciones se ha vuelto una

tarea de gran importancia para la ciencia médica (Collaborators, 2018).

El estudio del comportamiento adictivo tiene una alta complejidad debido a que
requiere un profundo conocimiento y entendimiento de los diversos factores biologicos,

cognitivos y sociales que contribuyen a ¢él. Las operaciones neurologicas representan
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interacciones precisas de sistemas interdependientes que cooperan unos con otros para
producir comportamientos, pensamientos, y estados emotivos. Los desérdenes del consumo
alteran algunas de estas interacciones de manera que generan comportamientos anormales, en
particular, pueden generar un comportamiento de busqueda de la sustancia que formé el

desorden, debido a la sensacion gratificante asociada a esta (George R. Uhl et al., 2019).

Aunque hay un cuerpo creciente de investigacién que indica que el cerebelo es una
parte fundamental en el proceso adictivo (Moulton et al., 2014), el consenso cientifico aun
mantiene al sistema mesocorticolimbico como el sistema central en nuestro entendimiento de
los desérdenes del consumo (Volkow et al., 2016). Durante el trastorno del consumo, multiples
funciones y sistemas se ven afectados, ya sea de manera directa o indirecta, por lo que es de
mucha ayuda identificar las operaciones de los diversos componentes cerebrales, no de forma

separada, sino como partes de un todo (George R. Uhl et al., 2019).

Al igual que con otras sustancias que generan desérdenes de la adiccion, el etanol hace
énfasis en paradigmas de refuerzo positivo en la intoxicaciéon recreacional, mismos que
después se convierten en procesos de refuerzo negativo; es decir, el desorden de consumo de
etanol comienza como un proceso de intoxicacioén placentero y evoluciona a una condicion
en donde el individuo busca evitar las consecuencias deletéreas de la abstinencia. Este proceso
consta de tres fases, intoxicacion, abstinencia y anticipacién, cada una con sus respuestas
fisiologicas y conductuales caracteristicas (Volkow et al., 2016). En cada una de estas etapas,
diferentes regiones cerebrales se ven involucradas, pues sus funciones normales se ven
alteradas, en particular las del procesamiento emocional, del autocontrol y las vias de la

recompensa.
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Antecedentes

Caracteristicas generales de los des6rdenes de consumo

Junto con el sistema mesocorticolimbico, estas estructuras cerebrales proveen la base
funcional de la motivacion, control de impulsos e incluso la emotividad asociada a los sistemas
hedonicos en el cerebro. Las estructuras limbicas se encargan de asociar a diversos eventos

valores hedénicos (Haber et al., 2010), similares en funcién a los pesos funcionales propuestos

por Albus (Albus, 1971), en el caso del cerebelo.

La dopamina es el facilitador clave en estas operaciones motivacionales, incluso aunque
no se trate de un elemento indispensable en la formacién de la conducta.(Trujillo-Pisanty et
al., 2020). Una caracteristica comun en todos los desérdenes del consumo de diferentes
sustancias es que la actividad dopaminérgica se ve aumentada en el sistema mesocorticolimbico.
Esto lleva a lo que se ha descrito como un circuito de recompensa (Haber et al., 2010). El
cémo se mantienen los niveles de dopamina cambia segun el agente en cuestién, pero
generalmente son de facilitacion directa o de inhibicién de los mecanismos de degradacion o
asimilacién. En ambos casos, esto desemboca en un incremento en la concentracion de
dopamina que esta asociada al refuerzo positivo de las sustancias que generan desérdenes del

consumo (Taylor et al., 2013).

Muchas teorfas prominentes del desorden del consumo postulan que este progresa
desde el uso hedonico voluntario a uno mas habitual, que se vuelve compulsivo y es
caracterizado por un comportamiento de busqueda de la sustancia, incluso aun cuando se
entienden las consecuencias del abuso de la sustancia adictiva (Taylor et al., 2013). Esta
evidencia esta respaldada por estudios de neuroimagen que muestran que tanto las estructuras
involucradas, en conjunto de los cambios morfologicos y funcionales, son diferentes en el uso
recreativo que en los desérdenes de consumo, confirmando que se trata de dos etapas distintas
tanto en términos sociales como neurobiologicos (Suckling et al., 2017). A su vez, el proceso
de desorden de consumo ha sido descrito como un ciclo de tres fases: intoxicacion, abstinencia

y anticipacion (Volkow et al., 2016).
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En la primera etapa, la intoxicacién, los factores mds importantes son la
farmacocinética y el método de administracién del agente farmacoldgico. Por ejemplo, en el
caso del alcohol, la inhalaciéon de etanol volatilizado es una ruta mas rapida de asimilacion a
comparacion del consumo por via oral (Gilpin et al., 2008), que también resulta en una
respuesta bioldgica mas intensa. Ademas, diferentes sustancias provocan diferentes niveles de
activacion de las vias dopaminérgicas, el etanol en particular, incrementa en un 20% la

concentracion extracelular de dopamina en el nucleo accumbens (G. F. Koob, 2013).

En la segunda etapa, la abstinencia, ocurre una desregulaciéon progresiva que esta
asociada a los efectos fisiologicos y afectivos deletéreos del retiro de la sustancia en cuestion.
Sin embargo, es importante notar que la experiencia subjetiva y fisiologica de este fenémeno
es muy variable entre las sustancias que generan desérdenes del consumo. La abstinencia aguda
de etanol, consiste de una sobreactivacion del sistema nervioso central, pues la actividad
inhibitoria del etanol, que surge a raiz de la actividad aumentada de los receptores GABA, es
eliminada (Jesse et al., 2017).Una vez que los sintomas agudos de la abstinencia han disminuido,
diversos cambios en la conectividad funcional y en la actividad de los neurotransmisores
pueden permanecer. En particular, la atenuacion de las vias de recompensa dopaminérgica, en
conjunto de una disminucién en la expresion de los receptores de dopamina, pueden
permanecer; esto puede resultar en un estado de anhedonia crénico cuando no se consume la

sustancia, mismo que se asocia a los desordenes del consumo (George F. Koob et al., 2010).

En la tercera etapa, la anticipacion, el individuo, ya en un estado anhedoénico, busca su
sustancia de elecciéon para aminorar los efectos indeseables de su condicién. Cuando ya existe
un proceso del desorden del consumo, el estado de recompensa se ve fuertemente ligado al
estado de intoxicacion, mientras el estado de refuerzo negativo se asocia al estado de
abstinencia; el mismo desorden del consumo provoca que los sintomas creados por la
abstinencia permanezcan vigentes incluso después de que las consecuencias agudas del
consumo ya se desvanecieron. Esta baterfa de etapas y sus respectivos sintomas, crean una red
de asociacién que dejan al individuo sensible a las sefiales condicionantes que fueron acopladas
a la sustancia en cuestiéon (Volkow et al., 20106). La exposicion a tales sefiales detonantes esta

asociada a activaciones de bajo nivel en el sistema corticomesolimbico en anticipacién al
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consumo de la sustancia. El trabajo de Volkow y colaboradores ha mostrado que este estado
es muy poderoso, desencadenando una gran activacién neuronal después de consumir la

sustancia, mismo que no ocurre cuando el individuo no ha acoplado senales detonantes al

desorden de consumo (Volkow et al., 2003).

Desorden por consumo de Alcohol

El trastorno por consumo de alcohol (Alcohol Use Disorder, AUD) es una enfermedad
conductual en donde el sujeto es incapaz de regular o detener su consumo de etanol por
voluntad propia. Esto desemboca en un consumo de grandes cantidades de etanol que son
deletéreas para la salud del sujeto, tanto en términos fisiolégicos como cognitivos (G. R. Uhl
et al., 2019). Existen varias métricas y escalas para evaluar tanto el dano fisiolégico como el
cognitivo derivado del AUD, sin embargo, la cuarta ediciéon del Manual Diagnostico y
Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-1V) utiliza una escala que va desde leve hasta

grave, dependiendo de la presencia y severidad de los sintomas ahi enlistados (Pull, 1995).

El AUD puede evaluarse segun la busqueda compulsiva y consumo de etanol, la
pérdida de la habilidad de la autorregulacién del consumo de etanol y la presencia de estados
emocionales negativos como la disforia, la ansiedad o la irritabilidad (Wackernah et al., 2014).
En particular, la quinta edicién del DSM (DSM-V) (Arlington, 2013) acopla el consumo y la
dependencia al etanol como un misto trastorno, denominado AUD vy, en humanos, se utilizan

las siguientes métricas para determinar niveles de este desorden:

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

a. Se consume etanol con frecuencia en cantidades superiores al promedio,
esto es 5 copas o mas para hombres y 4 copas o mas para mujeres.
b. Existe un deseo persistente o esfuerzos fracasados de abandonar o controlar

el consumo de etanol.
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c. Se invierte mucho tiempo en las actividades necesarias para adquirir etanol,
consumirlo o recuperarse de sus efectos.

d. Ansiedad o un poderoso deseo o necesidad por consumir etanol.

e. Consumo recurrente de etanol que lleva al incumplimiento de los deberes
fundamentales en el trabajo, la escuela o el hogar.

. Consumo continuado de etanol a pesar de sufrir problemas sociales, como
la violencia o el incumplimiento de responsabilidades laborales, o
interpersonales persistentes o recurrentes, provocados o exacerbados por
los efectos del etanol.

g. El consumo de etanol provoca el abandono o la reducciéon de importantes
actividades sociales, profesionales o de ocio.

h. Consumo recurrente de etanol en situaciones en las que provoca un riesgo
fisico.

1. Se contintia con el consumo de etanol a pesar de saber que se sufre un
problema fisico o psicologico persistente o recurrente probablemente
causado o exacerbado por el etanol.

j.  Tolerancia, definida por alguno o varios de los siguientes hechos:

1. Una necesidad de consumir cantidades cada vez mas grandes de
etanol para conseguir la intoxicacion o el efecto deseado.

i. Un efecto notablemente reducido tras el consumo continuado de la
misma cantidad de etanol.

k. Abstinencia, manifestada por alguno de los siguientes hechos:

1. Presencia del sindrome de abstinencia caracteristico del etanol.
ii. Se consume etano, o una sustancia con efectos parecidos, para aliviar

o evitar los sintomas de la abstinencia.

A pesar de multiples criticas al DSM-V, principalmente basadas en la amplitud de sus
criterios de evaluacion (Pickersgill, 2014), estas caracteristicas son de suma utilidad en la
determinacién de la presencia del AUD en humanos, sin embargo, no es tan sencillo

determinar este tipo de desérdenes en modelos animales.
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Modelos animales para el estudio del desorden por consumo de alcohol

Los modelos animales han sido sumamente tutiles desde que fueron concebidos hace
cientos de afios en laboratorios alquimicos, sin embargo, han evolucionado casi tanto como la
ciencia misma desde aquel entonces, tanto en términos de sofisticacion como de adaptabilidad.
Es a través de estos modelos animales que se ha logrado un intimo entendimiento de la
neurobiologia y del cerebro mismo, incluso en términos de desérdenes psicologicos (Spanagel,
2017). Aunque la validez de modelos animales ha sido cuestionada en el estudio de diversos
problemas psiquiatricos, principalmente debido a la distancia evolutiva de otros animales y
entre los humanos, han surgido estudios robustos que demuestran su efectividad y validez
cuando se trata de estudiar desérdenes de la adiccion, el AUD entre ellos (Bespalov et al.,

2016).

Los animales buscan y consumen sustancias psicoactivas de manera voluntaria; de
hecho, si se les permite acceso irrestricto a sustancias como la cocaina o la heroina, es probable
que las consuman hasta llegar a la sobredosis. Eso es especialmente interesante en animales
relativamente lejanos, en términos evolutivos, de los humanos, como los roedores que pueden
consumir diversas sustancias psicoactivas de manera voluntaria (Fu et al., 2015). Ademas,
existe evidencia que el consumo de sustancias adictivas es el resultado de una antiquisima
historia evolutiva que va mas alla de los mamiferos (R. J. Sullivan et al., 2002), apoyando el uso
de animales no humanos para derivar informacién que serfa sumamente dificil de adquirir de
otra manera. Por dltimo, evidencia obtenida por Carrigan y colegas, utilizando métodos de
paleobiologia molecular, demostraron que la habilidad de degradar el etanol surgié unos 10

millones de anos antes que el homo sapiens.

Ahora bien, el que los animales puedan consumir sustancias de manera voluntaria es
algo muy distinto a que sus efectos sean similares o relevantes para modelos humanos de
consumo, sin embargo, diversas evidencias, tanto conductuales como fisiolégicas muestran
que tanto roedores como otros primates tienen mecanismos relativamente similares a lo que

los des6rdenes de consumo refiere (Spanagel, 2017). En particular, la capacidad reproductiva
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y facil manejo de los roedores los hacen un excelente objetivo para el estudio de desérdenes

del consumo en humanos.

En el caso particular del AUD en roedores, la especie Rattus norvegicus es particularmente
util, por su relativo gran tamafio con respecto de otros roedores y estructuras cerebrales que
pueden relacionarse a estructuras cerebrales humanas (Seamans et al., 2008). Las ratas son
capaces de metabolizar y degradar el etanol en acetaldehido al triple de velocidad que los
humanos, sin embargo, las consecuencias del AUD son suficientemente similares en ambas

especies para considerarlos un buen modelo de estudio (Boleda et al., 1991; Jadhav et al., 2017).

Entre las maltiples cepas de R. norvegicus, existen varias disposiciones al consumo del
etanol; las ratas de las cepas Long-Evans y Wistar, parecen tener mayor disposiciéon en
comparacion de otras cepas (Simms et al., 2008). Ademas, es util que sean mas dociles que

cepas como Sprague Dawley, pues facilitan su manejo durante la experimentacion.

Diferencias funcionales entre sexos y edades

Como es de esperarse, existen diversas diferencias entre los sexos cuando se habla de
conectividad funcional en los animales (Nephew et al., 2020). Sin embargo, aunque existe
evidencia de cambios en el consumo de sustancias en humanos, hasta la fecha no los hay para
roedores (Flores-Bonilla et al., 2020) No hay cambios significativos en el volumen y funcién
del cerebelo hasta antes de entrar a una edad geriatrica, por lo que es factible concluir que el
cerebelo se mantiene relativamente estable durante la duraciéon de la mayoria de los modelos

animales (J. A. Bernard et al., 2014).

Anatomia funcional del cerebelo y su relacion a los desérdenes de consumo

Dado que el cerebelo se ha convertido en una diana interesante para el estudio, diversos
grupos han intentado enfocarse en diferentes regiones de este. Sin embargo, aun son pocos
los articulos que estudian al cerebelo en contexto del resto del encéfalo. Esto ultimo es todavia
mas evidente en caso de publicaciones que buscan estudiar la modulacién de la conducta

asociada a cambios en el cerebelo.
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Aunque las alteraciones cerebelares sean frecuentes en la literatura de los desérdenes
del consumo, es comun que queden al margen del resto del estudio, pues tradicionalmente no
se ve al cerebelo como una estructura que tenga una intima relacion con estos desordenes, sin
embargo, durante las tltimas 3 décadas, diversos estudios han involucrado al cerebelo en estos
procesos (Kihn et al.,, 2012; Miquel et al., 2009; Phillips et al., 1987). El papel que tiene el
cerebelo en los desordenes del consumo puede derivarse de sus funciones no motoras, mismas
que ha sido estudiadas a detalle (Jeremy D. Schmahmann, 2019; Srivastava, 2015). En pocas
palabras, el cerebelo tiene aferencias con origen en los nicleos pontinos que a su vez reciben
impulsos de la corteza frontal y asociativa (J. D. Schmahmann et al., 2004). Esto sumado a que
las lesiones en el cerebelo han mostrado niveles de deficiencia que van mas alla de los

impedimentos motores (De Vidovich et al., 2010).

En humanos, el cerebelo esta compuesto de dos hemisferios unidos por una estructura
intermedia denominada vermis. A su vez, estos dos hemisferios estin subdivididos en mas
l6bulos, mismos que son separados en anteriores y posteriores por la fisura primaria. El 16bulo
directamente anterior a la fisura horizontal es identificado como Crus I, mientras que Crus II
se encuentra del lado opuesto de la fisura (D'Mello et al., 2015). Es importante notar que, en
roedores, el equivalente de estas dos estructuras es el Crus I, también llamado ““area ansiforme”
(Sugihara, 2018). De forma analoga a la corteza cerebral, el cerebelo tiene una capa cortical

compuesta de materia gris que es soportada por un andamiaje de materia blanca.

Con base en la teorfa cerebelar moderna, se ha propuesto que el cerebelo tiene una sola
funcién generalizada: la modulacién. Esto ultimo pensando en la modulacién como la
capacidad del cerebelo para regular los pesos sinapticos entre diferentes funciones del cerebro,
es decir, optimizar. (Ito, 2006; Jeremy D. Schmahmann, 2019). Esta teoria sugiere que el
cerebelo es capaz de optimizar el rendimiento al modular el comportamiento segun el contexto,
actuando como una especie de amortiguador oscilatorio de la conducta. En concreto, se
propone que el cerebelo puede modular los procesos emocionales mediante la integracion de
impulsos afectivos positivos y negativos del mismo modo que modula las habilidades motoras

finas mediante la integraciéon de impulsos sensoriales. Distintas regiones del cerebelo reciben
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sefiales de regiones diferentes del cerebro, lo cual lleva a cambios morfofuncionales y, por

consecuente, a una compartimentalizacién de los procesos moderatorios.

En particular, el Crus I y II, junto con los I6bulos VI y VIIb son de particular
importancia durante los desordenes del consumo (Buckner et al., 2011; Moulton et al., 2014).
Estas regiones estan asociadas con redes funcionales en reposo (RSN) que estan relacionadas
con los procesos asociativos y ejecutivos de la corteza. Las RSN representan fluctuaciones
coherentes de sefiales que se miden a través de diferentes redes durante el descanso (o tareas
negativas) que implican relaciones funcionales entre diferentes regiones del cerebro. En este
sentido, en un estudio por Buckner et.al., se identificé conectividad funcional entre el cerebelo
y 7 RSNs importantes del encéfalo (Buckner et al., 2011). Crus I y II y los Lébulos VI 'y VIIb
presentaron todos correlatos con las regiones cerebrales encargadas del control cognitivo,
como la corteza prefrontal dorsolateral y la corteza prefrontal dorsomedial. Este tipo de
conectividad funcional también han aparecido en otros estudios, brindando mas fuerza a la
idea que estas regiones son de especial importancia en la regulaciéon de los desérdenes del

consumo (Ang et al., 2020; J. Bernard et al., 2012; Sang et al., 2012).

Este proceso de regulacion es especialmente importante para Crus I y el 16bulo VI. En
en un estudio se encontrd una correlacién entre estas regiones y una RSN que inclufa a la
insula y la corteza cingulada anterior, estructuras tradicionalmente asociadas a estimulos
importantes, como el dolor (C. Habas et al., 2009; Mouraux et al., 2011). Esto sugiere que, no
solo el cerebelo puede tener un papel importante durante los desérdenes del consumo, sino
que estas regiones son especialmente importantes en la regulacion de dichos comportamientos
y en la integracion de muchos otros. Esta idea a su vez es respaldada por la evidencia de que
existen vias dopaminérgicas reciprocas desde estas regiones hasta los ganglios basales (A. C.
Bostan et al., 2010; Caligiore et al., 2017). Una de las vias de adicciéon asociadas al cerebelo

mejor conocidas es la que involucra el desorden por uso de alcohol (AUD).

El etanol se une al receptor GABA-A para incrementar los efectos inhibidores del acido
y-amino butirico (GABA) y se sabe que el receptor GABA-A esta ampliamente expresado en

el cerebelo (Catlson et al., 1997; Kaja et al., 2015; Labrada-Moncada et al., 2020). Ademas,
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mediante estudios de imagen por resonancia magnética (MRI) se ha encontrado una
comorbilidad entre déficits estructurales en el cerebelo con el AUD (Chanraud et al., 2010; De
Bellis et al., 2005; E. V. Sullivan et al., 2010). En particular, se ha ligado a los AUD crénico
con la pérdida de materia blanca y gris in el vermis inferior, al igual que en ambos hemisferios
del cerebelo. En un estudio que utilizé6 morfometria basada en voxel (VBM) se encontrd que
aquellos pacientes con una dependencia severa al etanol tenfan déficits importantes de materia
gris, particularmente en Crus 11, al mismo tiempo también se observé una deficiencia en la
materia blanca del 16bulo VI (Chanraud et al., 2007). Estas deficiencias se correlacionaron a
funciones ejecutivas degradadas. Algo que hace especialmente interesante a los cambios
estructurales en Crus I y en el 16bulo VI es que también pueden ser encontrados en pacientes

adictos a la cocaina y a la heroina. (Andersen et al., 1999; Sim et al., 2007)

Existe homologia entre el area ansiforme en ratas con Crus I y II en primates. Las
similitudes en estructura y funcion de estas areas sugieren que el estudio en modelos basados
en roedores puede ser traslacional a estudios humanos. Esto podria sugerir que la conectividad
funcional asociada a esta area puede ser fundamental en el advenimiento de conductas
adictivas, especialmente en lo que respecta al AUD, esto con base a investigaciones previas
que han usado aproximaciones similares en otras regiones del cerebro para estudiar otras
enfermedades, condiciones y déficits (Ersche et al., 2020; Sutherland et al., 2012; Yang Wang
et al., 2019)

En un estudio de 2014 hecho por Halko y colaboradores, también se contribuy6 a la
idea de que Crus I y II, son dianas de interés para neuroestimulacion (Halko et al., 2014). En
este estudio se utiliz6 estimulacion 6 de rafaga intermitente para evaluar la relevancia funcional
de las conexiones del cerebro con el cerebelo. Se encontré que alteraciones en la actividad de
Crus I y II modulan la red de modo basal (default-mode network o DMN) en el cerebro,
mientras que la estimulacion en el vermis y en el 16bulo VII tiene influencia sobre la red
cerebral dorsal de atencién. Este estudio es especialmente relevante porque es un fuerte
indicador que la DMN vy la red de saliencia estan relacionadas con la actividad de los 16bulos
“no-motores” del cerebelo, sugiriendo que, en efecto, Crus I y Crus II son importantes en la

modulacién de los desérdenes de consumo vy, en particular, del AUD.
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El desorden por consumo de etanol es un patréon del consumo con una etiologia
multifactorial, que ha sido asociado a diversos cambios a nivel celular y de redes neuronales,
ademas, los cambios derivados de estas adaptaciones celulares también pueden desembocar
en alteraciones conductuales negativas para el organismo (Suk et al., 2021). Es debido a esto
que, diversas aproximaciones experimentales han surgido a través de las décadas, en particular
las que estan basadas en modelos con roedores. Aunque dichos organismos no estan
evolutivamente tan cercanos a los humanos como podrian estarlo otros primates, son
suficientemente similares en términos neurobiol6gicos como para representar modelos validos
de estudio. El modelo que fue usado en esta tesis es un modelo no operante de acceso libre
de autoadministracion por via oral, el cual es especialmente relevante por ser no invasivo, ser
sencillo de implementar y por la similitud fundamental en la via de consumo (Simms et al.,
2008). Sin embargo, sigue siendo importante tener en cuenta otros factores como la cepa, edad
y sexo de la rata, en conjunto de otras variables experimentales como lo pueden ser la

concentracion de etanol, los dfas y periodos de exposicion.

El cerebelo y los ganglios basales

Si bien el cerebelo no esta tan estructuralmente segregado como los ganglios basales en
regiones motoras y no motoras, hay diversos motivos por los que el cerebelo se ha convertido
en una diana de interés para el tratamiento de diversos desérdenes. Una razoén es, por ejemplo,
que diversas anormalidades han sido encontradas en los cerebelos de aquellas personas con
deficiencias motoras, como el Parkinson (Lewis et al., 2013), al igual que algunas formas de
distonfa (Tewari et al., 2017). También existen casos en donde se trataron problemas de
consumo, de personalidad y motores mediante la estimulacién profunda del cerebelo, mismos
que vieron diversos niveles de éxito (Carta et al., 2019; De Vidovich et al., 2016). Otro motivo
por el cual la estimulacién del cerebelo ha obtenido importancia en los tltimos afios es que se
han encontrado conexiones subcorticales bidireccionales entre los ganglios basales y el

cerebelo (A. C. Bostan et al., 2010; Caligiore et al., 2017), lo cual ayuda a afianzar el rol del
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cerebelo, no solo como coordinador motor, sino en otras funciones, como el aprendizaje y la

regulacion emocional (Carta et al., 2019; Dave et al., 2020; Srivastava, 2015).

Es posible que los ganglios basales tengan influencia sobre el cerebelo mediante
proyecciones del nucleo subtalamico que pasan por el puente tronco encefalico y llegan al
cerebelo (J. Bernard et al., 2012; Kamali et al., 2010; Palesi et al., 2017; Tsai et al., 2020). Esto
sugiere que existira actividad en paralelo de estas areas, misma que podria ser detectada con
técnicas de resonancia magnética funcional. Y de un modo analogo, el cerebelo podria influir
en la actividad de los ganglios basales mediante proyecciones con origen en el cerebelo
profundo que pasan por los nicleos talamicos para llegar a los ganglios basales (A. C. Bostan
et al., 2010; Caligiore et al., 2017; Ogundele et al., 2017). Estas interacciones probablemente
involucran diversos neurotransmisores como el GABA, el glutamato, la dopamina y la glicina,
mismos que tienen distintos roles durante la regulacion. (Uusisaari et al., 2012). Es por esto
que la modulaciéon de alguno de estos sistemas, de ganglios basales o cerebelar, tiene el

potencial de crear cambios importantes en el otro.

Conectividad funcional del cerebelo

Hasta la fecha, han existido una gran variedad de estudios que han buscado determinar
la conectividad funcional del cerebelo consigo mismo y con el resto de la corteza. Estos
estudios han hecho uso de una aproximaciéon por resonancia magnética denominada
conectividad funcional en descanso (rsfcMRI) (Krienen et al., 2009; O'Reilly et al., 2009). Sin
embrago, han sido relativamente pocos los trabajos que han hecho este tipo de analisis con
base en la segregacion anatomica del cerebelo (J. Bernard et al, 2012), misma que es

importante entender si se busca crear nuevas técnicas de tratamiento.

Estudios mediante técnicas tractrograficas en primates no humanos han ayudado en la
determinacion de las interacciones cerebro-cerebelares. En estos estudios se ha encontrado
que el cerebelo tiene agrupaciones eferentes y eferentes de interés, pues estas se dirigen y

provienen de la corteza. En particular, el cerebelo anterior (16bulos IV, V y VI), y el l6bulo
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VIIIa forman una red con la corteza primaria motora, mientras que el 16bulo posterior de Crus
II tiene conexiones con el area 46 de la corteza primaria en los primates (R. M. Kelly et al.,
2003). Otra caracteristica que ha sido de interés en la investigacién es que también existen
otras proyecciones que se dirigen a la corteza motora y prefrontal, mismas que surgen del
nucleo dentado (Dum et al.,, 2003). De igual forma, existen proyecciones que surgen del
cerebelo a los ganglios basales (A. C. Bostan et al., 2010; Tewari et al., 2017) y otras que surgen
de los ganglios basales y van al cerebelo (Andreea C. Bostan et al., 2010), es decir, se encuentran
interconectados. Otra estructura cerebelar que antes se crefa que solo recibia entradas de la
medula espinal es el vermis; ahora se sabe que el vermis también recibe informacién de la

corteza motora a través de una via cortico-rubro-cerebelar (J. D. Schmahmann et al., 2004).

En algunos estudios de neuroimagen en humanos, se ha podido corroborar una
fraccion importante de la informacién obtenida en modelos de primates no humanos. En un
meta analisis, Stoodley y Schmahmann (Stoodley et al., 2009) demostraron que las areas
cerebelares que modulan funciones motoras son funcional y anatémicamente distintas de
aquellas que se encargan de actividades no motoras y cognitivas. Este analisis de Stoodley y
Schmahmann es a su vez apoyado por un estudio de resonancia funcional en donde se sugiere
que la region del cerebelo que es la principal encargada de modular tareas motoras es el
cerebelo anterior, por el otro lado, el cerebelo posterior es el principal encargado de la

modulacién de tareas cognitivas, como la memoria (Stoodley et al., 2012).

Ademas, hay un gran cuerpo de evidencia que apoya la idea de que las redes de
conectividad funcional en reposo pueden tener analogos anatoémicos y funcionales en ratas; en
particular, existen redes putativas de saliencia (Grandjean et al., 2017; Tsai et al., 2020) y de
modo basal (Grandjean et al., 2020), mismas que también se encuentran en humanos y se ha
visto estan afectadas en el AUD y otros desérdenes de la adiccién(Canessa et al., 2021; Zhang
et al., 2019). Como nota adicional, también hay un cuerpo creciente de evidencia que apoya

que existe una red ejecutiva central en roedores, sin embargo, sigue siendo controversial

(Kamigaki, 2018).
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Imagen por resonancia magnética de conectividad de redes funcionales en reposo

La rsfcMRI se ha vuelto un excelente método para responder preguntas que tienen que
ver con las redes funcionales del cerebro. La rsfcMRI nos permite responder preguntas sobre
las interacciones entre el cerebelo y la corteza cerebral en los cerebros de organismos muy
diversos. Incluso en sujetos que pueden estar incapacitados o ser de dificil manejo, como es el
caso de animales o de sujetos humanos con alguna enfermedad, es posible medir una gran
variedad de fluctuaciones en la sefial dependiente de oxigeno (BOLD) que puede mostrarnos
correlaciones entre la actividad de distintas areas con base en el requerimiento metabodlico del

cerebro en diferentes areas (Fox et al., 2007; Schélvinck et al., 2010).

En los ultimos 20 afios han surgido muchos estudios enfocados a humanos que han
buscado describir estas conexiones del cerebelo con el resto de la corteza (Allen et al., 2005;
Krienen et al., 2009). En particular, Allen y colaboradores (Allen et al., 2005) demostrd que la
sefial en reposo del nicleo dentado tenia una fuerte correlacion con la actividad de las cortezas
motoras, prefrontales y parietales. Estudios posteriores utilizando técnicas de rsfcMRI
comenzaron a apoyar la idea de que estas redes funcionales se segregan de manera anatomica
en los I6bulos del cerebelo. Esta aproximacion es de interés debido a que deja en claro qué
regiones pueden o no ser responsables de una amplia gama de comportamientos, como lo son
los desordenes de consumo, y patologicos, como lo puede ser la ataxia o ciertos desérdenes

de la personalidad (Halko et al., 2014; O'Reilly et al., 2009; Stoodley et al., 2012).

Las porciones anteriores del cerebelo, en conjunto de los 16bulos VIIIa y VIIIb forman
parte de las redes motoras y tienen proyecciones a diferentes regiones del 16bulo parietal (J.
Bernard et al., 2012); por otro lado, la mayorfa de las regiones del 16bulo posterior forman
parte de redes dedicadas a la cognicion, especificamente debido a sus proyecciones a los
l6bulos prefrontales, parietales y ganglios basales. Habas y colaboradores determinaron en
2009 (Christophe Habas et al., 2009) que el cerebelo contribuye de manera significativa a varias
redes corticales de conectividad intrinseca, como lo son la de modo basal, la red de saliencia y

la red ejecutiva.
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Una contribuciéon importante al estudio de la conectividad funcional del cerebelo, fue
aquella hecha por el grupo de investigaciéon de Bernard y colaboradores (J. Bernard et al., 2012)
en 2012, en donde, mediante una aproximacion lobular al estudio de la conectividad funcional
del cerebelo, lograron generar un atlas. Este atlas ha sido utill en la comparaciéon de
conectividad funcional entre primates y otros animales; ademas también se ha vuelto una
herramienta muy util en la comparaciéon de diversos estudios de rsfcMRI en humanos(Payne
et al., 2021; Sheu et al., 2021). Ademas, los atlas de esta naturaleza han demostrado ser utiles
en el estudio de varias enfermedades, en donde la afectacion a distintos 16bulos puede ser

critica para brindar un diagnéstico correcto, como lo puede ser en desérdenes del consumo

(Habas, 2021; Yanpei Wang et al., 2021).

Modelo TA2BC

El protocolo de acceso intermitente de elecciéon a dos botellas (IA2BC) se creé con
base en la publicacion de Simms (Simms et al., 2008), misma que a su vez es una adaptacion
del protocolo ideado por Wise en 1973 (Wise, 1973). Este modelo fue seleccionado debido a
la facilidad de su implementaciéon y a su validez como técnica preclinica de estudio. Este
modelo es de acceso intermitente al farmaco que genera desoérdenes de consumo, lo cual
permite que el organismo modelo ingiera el farmaco de forma escalada, que se capture el
patréon temporal de consumo reportado en humanos, que incremente la motivaciéon del
organismo modelo por intoxicarse y, en consecuencia, que el modelo tenga buena validez a
raiz del consumo voluntario incremental. Por otro lado, la eleccion de botellas descrita en el
modelo es facil de implementar, tiene una buena correlaciéon entre etanol ingerido y

concentracion etilica en sangre y con una buena validez aparente (Ewin et al., 2019).

Planteamiento del problema

La informacién que actualmente existe que hable de las interacciones entre el cerebelo
y otras regiones del encéfalo durante los procesos de adiccion y, en particular, durante el
trastorno por consumo de etanol, son practicamente inexistentes. Actualmente se ha tomado

mayor relevancia en el rol del cerebelo en multiples funciones cognitivas y no motoras. Si
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partimos del cerebelo como el “gran optimizador” del cerebro, podemos pensar que los
procesos conductuales que requieren de cambios plasticos tienen que estar intimamente

relacionados con el cerebelo.

Para poder estudiar estos cambios funcionales del cerebelo durante los procesos de
adiccion es posible utilizar ratas como modelo experimental. Las ratas son un buen modelo
debido a las similitudes de su cerebelo con el de los humanos, en particular, en términos de su
modularidad y estructura general. Es importante notar que las ratas, segin nuestras
definiciones, no puedes desarrollar un desorden del consumo, puesto estos solo estan
definidos para los humanos, pero podemos aproximarlo cuando medimos diferencias en la

tasa de consumo a lo largo del tiempo, es decir, en un modelo de consumo crénico.
Pregunta de investigacion
¢El consumo crénico de etanol en ratas Wistar puede cambiar la conectividad funcional del
cerebelo en la red de modo basal?
Hipotesis
1. Siratas Wistar consumen etanol de manera crénica, delimitado por un modelo crénico
de acceso intermitente a dos botellas durante 45 dias, entonces surgiran cambios en las
interacciones del cerebelo con la red de modo basal.
2. Si surgen cambios en la activacion funcional cerebelar, a raiz de un incremento del
consumo de etanol, entonces también habran cambios en regiones corticales del
cerebro.

Objetivo general

Determinar si el consumo crénico de etanol en ratas Wistar puede cambiar la conectividad

funcional del cerebelo en la red de modo basal.

27



Obijetivos particulares

e Determinar si existen cambios funcionales por imagen de resonancia magnética en los
l6bulos posteriores del cerebelo de las ratas con consumo de etanol crénico delimitado
por el modelo de acceso intermitente a dos botellas durante 45 dfas.

e Encontrar sila red de modo basal y el cerebelo se ven afectados de forma significativa

por un modelo animal de consumo crénico de etanol.

Materiales y métodos

Sujetos

Ratas de la especie Rattus norvegicus de la cepa Wistar fueron seleccionadas a 21 dias de
su nacimiento, mismas que son proporcionadas por el bioterio del Instituto de Neurobiologfa.
Los sujetos fueron alojados a una temperatura de 21+ 2° C, con acceso de alimento ad /ibitum,
y sujetos a condiciones de ciclo invertido luz/oscuridad de 12 horas. Los sujetos se colocaron
en grupos de 4 individuos por caja de policarbonato, mismos que fueron separados en cajas
individuales una vez que llegaron al dia postnatal 25. Una vez que fueron separados también
se cambiaron los bebederos para iniciar la habituacién a las botellas antigoteo de 125mL de 1a

marca RedKit.

Normatividad

El presente trabajo forma parte del proyecto: “Neuromodulacién como intervencion
terapéutica en uso de sustancias: efectos y mecanismo de accién” aprobado por el comité de
ética en investigacion del instituto de neurobiologfa con el nimero 119.A, el cual se apega a la
Norma Oficial Mexicana “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio” (NOM-062-ZO0O-1999) y todos los reglamentos internos del
Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM.
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Materiales
Modelo preclinico de consumo crénico de etanol (IA2BC)

1. Bebederos antigoteo 125ml. de marca RedKit
2. Cajas de policarbonato para alojamiento individual con una base de
632cm?

3. Cuarto de alojamiento con ciclo invertido de 12 horas luz/oscuridad
Valoracién conductual

1. Laberinto de cruz elevado
2. Caja de policarbonato de tres secciones para la prueba de

reconocimiento de objeto novedoso

Métodos

Una vez alcanzados los 21 dias de vida (postnatal 21 o P21), las ratas son alojadas en
grupos de 4 en cajas de policarbonato, mismas que se ubican en un cuarto del bioterio sujeto
a un ciclo de luz invertida a 12 horas. A la par de su habituacion al ciclo invertido, inicia la
habituaciéon a dos botellas (bebedero RedKit 125mlL) con boquilla metalica antigoteo. El
paradigma de IA2BC comienza en P45 y tiene una extension total de 45 dias, donde se van
alternando dias de exposicion al etanol con dias de exposicion a solo agua purificada. Cada
sesion dura 24 horas y las sesiones de etanol son aplicadas los dias lunes, miércoles y viernes.
Durante todas las sesiones se expone a las ratas a dos botellas idénticas con 100mL de agua
purificada, exceptuando los dias de exposicion al etanol en donde una botella tiene 100mL de

una disolucién al 20% de etanol.

Los datos a registrar por este método experimental son los siguientes:

e Toma principal de etanol a las 24 horas

o0 Medida del consumo de etanol a las 24 horas con unidades de g/kg
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o Los gramos representan la medida inicial del bebedero con una disolucion de

etanol al 20%, este se divide entre el peso de la rata expresado en kilogramos.

e Toma total de etanol
o Medida de consumo de etanol a las 24 horas en unidades de mL/kg
o 100mL de una disolucién de etanol al 20% y a una temperatura de 20°C pesa

95.554g

Disefio experimental

El tiempo 1 (T1) comienza con el destete de las crias en el dfa 21 postnatal. En el dia
P35 comienza la habituacién a dos botellas segin el protocolo de IA2BC descrito por Simms
y colaboradores (Simms et al., 2008). La prueba de acceso intermitente IA2BC inicia en el dia
P45. El modelo tiene una duracién de 45 dias que incluye 20 sesiones de exposicion al etanol,
que involucran dos botellas, una con una disolucién de etanol al 20% y otra con agua
purificada, ambas con un volumen total de 100mL. El tiempo 2 (T2) comienza al término del
modelo inicial y consiste, inicialmente, de un periodo de 20 dfas de abstinencia que incluye
mas pruebas de comportamiento que inician en el dia P100. Una vez concluida esa ronda de
pruebas conductuales inicial el tiempo 3 (T3), en donde busca medirse la recaida por la
reexposicion al etanol. En el T3 se reinicia el modelo de IA2BC en el P110, el cual concluye
en P144 e incluye evaluaciones conductuales en el dia P138. En la Figura B1 se puede apreciar
mas claramente. Asi mismo, se utiliz6 una muestra inicial de 48 sujetos, la cual se describe a
mayor detalle en la Tabla B1. Sin embargo, es importante notar que no toda la muestra pudo

usarse para el analisis final, esto derivado de los siguientes criterios de exclusién:

e Imagenes con artefactos de movimiento que no permitieran la correcta

distincion de las caracteristicas anatémicas del sujeto.

e Imagenes que no pudieran ser corregistradas correctamente con las mascaras

del atlas Sigma para ratas.
e Imagenes con anomalfas anatémicas prominentes (quistes, hidrocefalia, etc.).

e Imagenes que no hayan podido trasladarse correctamente al espacio estandar

del analisis.
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e Sujetos en donde alguna de sus adquisiciones haya sido excluida por alguna de

las razones aqui descritas.

e Sujetos que no hayan sobrevivido al protocolo completo.

Después de ser sujetos a estos criterios de exclusion, se eliminaron 9 sujetos, 5 hembras y 4 machos,
todos partes de algin grupo experimental.

Modelo Muestra (n) Hembras Machos Hembra grupe  Macho grupo
grupo control grupo control experimental  experimental
1 14 (8 H, M) 2 1 6 5
2 15 (8H, 7M) 2 2 6 5
3 19 (8H, 11Mm) 2 3 6 8
Totales 48 (24 H, 24 M) 6 6 18 18

Tabla B1. Distribucién y organizacién de la muestra original, Incluye 24 machos (M) y 24 hembras (H)
separado en 3 grupos experimentales.

[l 3 Grupos [ S ’
P21 P45 n=48 (24Q24c) P90

............................................................

Analisis

P35
Habituacion
a2 botellas

Acceso intermitente de eleccién
a dos botellas (IA2BC)

20 sesiones intermitentes
de EtOH en 45 dias

n=39

n T,2 T}; (1992003
25 25 sY |
IRM IRM IRM

Figura B1. Disefio experimental general del modelo IA2BC, incluyendo las etapas de preprocesamiento y
analisis. La poblacion final consistié en 39 sujetos, 19 hembras y 20 machos, posterior a ser aplicados los
criterios de exclusion.
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Analisis de datos

Adquisicion de imagenes por resonancia magnética

Las imagenes longitudinales de resonancia magnética fueron adquiridas en el
Laboratorio Nacional de Imagenologia por Resonancia Magnética con un escaner de 7T
(Briker Pharmascan 70/16 US) usando una bobina supetficial de cabeza de rata con matriz
de 2x2. Todo esto usando la interfaz de Paravision 6.0.1 y 7.0.1. Las adquisiciones se hicieron
como es descrito arriba: 1) etapa T1 (~P45), 2) etapa T2 (~67), 3) etapa T3 (~P90) y 4) etapa
T4 (~P145). Las secuencias adquiridas fueron imagenes ponderadas a T2 de alta resolucion,
dos secuencias funcionales en estado de reposo (rsfMRI) e imagenes ponderadas de difusion

(DWI) con un tiempo total de 54 minutos y 54 segundos.

Los datos de resonancia para las imagenes ponderadas a T2 se adquirieron utilizando
una secuencia FLASH 3D con los siguientes parametros: TR = 30.76ms, TE=5ms, angulo de
volteo = 10° grosor de rebanada = 25.6 mm, FOV=28.2 x 19 x 25.6 mm, voxel
1sométrico=160um con dos repeticiones y direccién sagital como corte primario. Los
parametros para las secuencias de rsFMRI fueron: 1) TR = 1000ms, TE = 20ms, angulo de
volteo = 60, grosor de rebanada = 0.75mm, FOV = 30x30mm, nimero de rebanadas = 32,
volumenes = 334, y orientacién axial como corte primario. Los parametros de imagen DWI
fueron TR = 22.86ms, TE = 2000ms, grosor de rebanada = Imm, FOV = 22x15mm?, nimero
de rebanadas = 25, y orientacion axial como corte primario con tres valores 3 (650, 1250, y

2000).

Pre-Preprocesamiento de imagenes anatdmicas

I.a secuencia estructural fue convertida de formato Briker a Nifti usando la

herramienta brkraw (https://brkraw.github.io/), postetiormente, se realizé6 un promedio de

estas imagenes utilizando wuna técnica previamente descrita por el laboratorio

(https: github.com/Garzal.ab/Documentation/wiki/Average-T1w-or-T2w-repetitions-Bruker-7T). Una

vez promediadas las imagenes tuvieron sus headers modificados para su posterior

compatibilidad con el software de preprocesamiento denominado RABIES. Esta modificacién
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del encabezado consistié en cambiar los valores de qform y sform a 0 y 1 respectivamente.

Estos valores estan asociados a la adquisicién de la imagen, en particular, a su orientacion.

Preprocesamiento de las imagenes funcionales basado en RABIES

El preprocesamiento de la imagenes de fMRI fue hecho con el software libre de

RABIES (https://github.com/CoBrAlLab/RABIES).

Una vez promediadas, las imagenes son ajustadas segun la convencién neurolégica
RAS. De las imagenes funcionales se extrae entonces un volumen 3D representativo para el
coregistro y la estimacién de movimiento. Dos iteraciones de realineaciéon al movimiento al
volumen promedio se hicieron, eliminando el 5% de los valores mas extremos y tomando al
resto como referencia final. La imagen final fue corregida usando denoising basado en medias
no locales (Manjon et al., 2010). Parametros de alineacion rigida fueron estimados mediante
un registro rigido a las imagenes eco planares (EPI) modificadas en los pasos anteriores
utilizando la funcién antsMotionCorr de Advanced Normalization Tools, también conocida

como ANTs (http://stnava.github.io/ANTSs/).

Antes del registro, la imagen EPI de referencia pasé por un proceso de eliminacion de
ruido basado en medias no locales (Manjon et al., 2010), seguido de la correccion iterativa de
inhomogeneidades de intensidad del campo magnético durante la adquisicion. El
acoplamiento de mascaras fue hecho mediante umbrales de intensidad y un coregistro rigido
de las mascaras derivadas del atlas de referencia (SIGMA 1.1) (Barriere et al., 2019). De una
manera semejante, las imagenes anatémicas también pasaron por un proceso de correccion de

inhomogeneidades y coregistro con las mascaras del atlas SIGMA.

Después de la correccion de inhomogeneidades, se generé un templado no-sesgado
con base en las imagenes anatomicas de entrada. Para ello, mediante multiples iteraciones, las
imagenes fueron registradas a un promedio generado del traslape de la iteraciéon previa con
una imagen consenso. Los registros se volvieron mas estrictos en cada iteraciéon, comenzando
por una doble ejecucién de, primero, una generacion de templado rigida, luego por Affine vy,

por ultimo, mediante un templado no linear. Este paso en particular puede generar multiples

33


https://github.com/CoBrALab/RABIES
http://stnava.github.io/ANTs/

errores por lo que puede ser necesario volverlo a hacer. El archivo generado de este registro
es entonces alineado con cada imagen. El templado no-sesgado es después registrado con el
atlas SIGMA mediante una registracion no linear, suministrando las transformaciones

necesarias para acoplar todas las mascaras del atlas con todas las imagenes de los sujetos.

Por dltimo, la referencia de las imagenes EPI es coregistrada con las imagenes
anatomicas para cada sujeto mediante un registro no linear. Para cada registro, RABIES utiliza
una matriz adaptativa independiente de escala construida sobre ANTSs. Cada volumen del EPI
es entonces muestreado utilizando las transformaciones del alineamiento cross-modal,
corrigiendo las distorsiones de las EPI que pudieron haber ocurrido por el registro no linear.
Para esto ultimo también se utiliza los parametros de movimiento de la cabeza, obteniendo asi
series de tiempo con minimas alteraciones a raiz del preprocesamiento. Estas transformaciones
fueron concatenadas previo a su aplicaciéon para llevar a cabo un muestreo con una sola

operacion, evitando la interpolacién de efectos que surgen de multiples muestreos.

Correccion por confusidon de variables

La regresion por confusion de variables fue hecha con el software RABIES sobre series
de tiempo de imagenes ecoplanares muestreadas en un espacio estandar utilizando el ruido de
la senal en el fluido cerebroespinal y materia blanca como variables de la regresion. Primero se
eliminaron las tendencias de voxel para eliminar derivas de primer orden y promediar la
imagen. Después, las fuentes de movimiento fueron eliminadas automaticamente usando una
version modificada del clasificador de ICA-AROMA (Anand et al., 2020), en donde los
parametros del clasificador para mascaras anatémicas se adaptaron para funcionar en roedores.
En particular, se obtuvieron 10 componentes para cada imagen usando el algoritmo
MELODIC de FSL (R. E. Kelly, Jr. et al., 2010) con el propésito de eliminar los artefactos y

conservar la sefial BOLD.

Posteriormente, se aplic6 un filtro bandpass (0.01-0.1Hz) usando un filtro Butterworth
(Yuen et al.,, 2019) de 3er orden y se eliminaron 30 segundos a cada extremo de las series de

tiempo para eliminar artefactos posteriores al filtrado. La eliminacion de 30 segundos en los
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bordes y el uso del filtro de 3er orden surgieron a partir de la visualizacién de artefactos en los

bordes con base en datos sintéticos.

Los regresores basados en ruidos fisiolégicos (ritmo cardiaco, respiracion, etc.) fueron
filtrados para asegurar la ortogonalidad entre los filtros de frecuencia y la subsecuente
regresion por confusiéon de variables. Especificamente, se usé una regresiéon basada en
cuadrados ordinarios minimos, los 6 parametros de movimiento rigido y la sefial promedio de
las mascaras de materia blanca y de fluido cerebroespinal para modelar a cada voxel. Por

ultimo, se uso6 un filtro Gaussiano a 0.5mm.
Analisis

El analisis consistié en 3 etapas, un analisis de componentes independientes, una
regresion doble y un método de permutacion. La primera etapa, el analisis por componentes
independientes, fue hecho con la librerfa de FSL denominada MELODIC (R. E. Kelly, Jr. et
al., 2010). Esta técnica se utiliza para descomponer datos de resonancia funcional en
componentes espaciales independientes, con cada componente representado por un mapa
espacial y un cambio en el tiempo. Se tomaron 30 componentes como parametro, debido a
los buenos resultados obtenidos y por ser un numero de componentes frecuentemente
utilizado en la literatura y esta respaldado por diversos métodos cuantitativos (Chou et al.,

2022).

La regresion doble es una herramienta que se usa como parte de un analisis a nivel de
grupos de rsfMRI para identificar la contribuciéon de sujetos especificos al analisis de
componentes independientes. La salida de la regresiéon doble es un grupo de mapas especiales
especificos a los sujetos para cada componente que puede ser comparado entre sujetos y
grupos. Para esta parte del analisis también se usé el software de RABIES usando los

resultados del MELODIC para obtener los componentes independientes.

Por dltimo, se ejecutd un analisis por permutacion de variables basado en el modelo
lineal general. Este paso busca hacer inferencia sobre mapas estadisticos cuando no se conoce

la distribucién nula, en otras palabras, a través de miles de permutaciones sobre los datos,
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busca aproximar la distribucién de estos. Se desconoce la distribuciéon nula porque ni el ruido
ni los datos mismos siguen una distribuciéon simple, o porque se necesitarfan métodos
estadisticos no estandares para poder aproximarla. La funcién randomise de FSL permite
modelado e inferencia utilizando el disefio del modelo linear general para generar una imagen
estadisticamente significativa. Un requisito para usar esta funcién es una comparacion entre
T1 y T3, es decir, un contraste que nos muestre las diferencias en conectividad a lo largo del
tiempo. El componente del modelo lineal general de randomise fue ejecutado usando un disefio
que inclufa la edad, batch, sexo y grupo (control o experimental) como variables.
Adicionalmente, este ultimo analisis incluyé una correccion por multiples comparaciones
como esta detallado en la documentacién de FSL

(https://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/Randomise/UserGuide).

Resultados

Modelo general de consumo de etanol
La muestra del presente proyecto consisti6 en 36 animales experimentales y 12

controles. El protocolo IA2BC tuvo una duracion de 20 sesiones (45 dias) en donde se mide
peso, consumo de agua, consumo de etanol, edad y sesién del protocolo. En la figura C1, se
puede observar el cambio en el consumo de etanol de los sujetos experimentales a lo largo de
las sesiones de consumo durante el modelo experimental. Este cambio, a pesar de no ser
significativo, tiene una clara tendencia al alza. Este cambio de consumo de etanol a lo largo de
20 sesiones esta expresado como la razén de los gramos de etanol consumido por kilo de la

rata por dia, tal cual fue reportado inicialmente por Simms (Simms et al., 2008).
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Figura C1. Consumo promedio en gr/Kg/24hr de los sujetos experimentales a lo largo de cada sesion del
protocolo IA2BC con barras de error estandar.

El comportamiento de la figura C1 es lineal, mismo que se encontr6 con una recta con valor
R de 0.62, sugiriendo que, entre mas tiempo de exposicién transcurre, mas incrementara el
consumo de etanol con respecto del peso de las ratas hasta llegar a una meseta, misma que
parece aparecer a partir de la 15va sesion. Ademas, no se pudieron detectar diferencias
significativas entre sexos, esto con base en una prueba T con un valor P>0.05. Esto puede

observarse en la Figura C2.
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Figura C2. Consumo promedio en gr/Kg/24hr de los sujetos experimentales a lo largo de cada sesion del
protocolo IA2BC. Los puntos corresponden a cada sesidén con barras de error. No hay diferencias significativas
entre grupos. Prueba T de dos muestras (p>0.05)

Adicionalmente, se hizo un analisis para descartar la diferencia del desarrollo con
respecto del sexo de las ratas, algo que es consistente con la literatura cientifica que trata el
tema (Carnicella et al., 2014; Simms et al., 2008); es posible ver estos resultados en la grafica

C3y C4.
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Figura C3. Peso de machos controles contra experimentales. Los puntos corresponden a cada sesién con
barras de error. No hay diferencias significativas entre grupos. Prueba T de dos muestras (p>0.05).
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Figura C4. Peso de hembras controles contra experimentales. Los puntos corresponden a cada sesiéon con
barras de error. No hay diferencias significativas entre grupos. Prueba T de dos muestras (p>0.05).

Mediante estas graficas es posible observar que no existen diferencias en el desarrollo,
en términos de peso entre grupos experimentales y controles de ambos sexos. Esto nos
permite descartar diferencias asociadas al desarrollo y el sexo derivado del consumo de etanol.
Sin embargo, es importante notar que, tal cual es esperado para casi cualquiera mamifero, las
ratas hembra son mas pequefias que los machos, desembocando en una diferencia significativa
alo largo del todo el modelo a lo que el tamafio de los sujetos respecta. Esto se observa en las
graficas C5. Sin embargo, es importante notar, que la conectividad funcional no es
suficientemente diferente entre grupo para ameritar analisis separados por sexo, especialmente

en términos del desorden por consumo de etanol. (Flores-Bonilla et al., 2020; Payne et al.,

2021; Radke et al., 2021).
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Figura C5. Diferencial de peso graficado por hembras y muchas segin su sesién. Los puntos corresponden a
cada sesion con barras de error. No hay diferencias significativas entre grupos. Prueba T de dos muestras

(p>0.05).
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Resonancia funcional y redes

Red asociada Numero de Region Anatémica 1-p MAXX MAX MAX COGX COGY COGz
voxeles MAX Y Z

Latero-cortical 1241 Corteza 0.973 46 73 40 47.5 69.5 33.5
somatosensorial

Modo basal 22 Corteza 0.370 42 40 32 42.1 40.6 32
prefrontal

Visual 76 Corteza 0.283 16 50 34 16.3 49.3 349

monocular
primaria

Somatosensorial 123 Corteza 0.894 15 53 34 15.2 53.1 33.6

somatosensorial
de “campo de

barriles”
Saliencia 24 Insula 0.209 26 70 27 25.5 70.3 27.5
Modo basal 34 Corteza 0.369 33 69 19 32.6 68.2 18.9

retroespineal

Talamo mediodorsal | 191 Ganglios basales 0.846 16 49 31 15.7 50.9 31.2
Modo Basal 59 Corteza 0.299 31 62 28 32.1 62.2 27
cingulada
posterior
Asociacidn 370 Giro dentado 0.962 23 43 26 22.9 41.6 26.6
Cerebelar (putativa) | 1347 Capa molecular 0.951 27 18 25 28.2 18.3 27.1
deCruslyll

Tabla D1. Lista de las redes encontradas con base en la desctipcion de Gozzi et al. junto a una red putativa
cerebelar. 1-p MAX, significancia del valor de méaxima intensidad en la region; MAX X/Y/Z, ubicacién del
voxel de mayor intensidad, dadas las coordenadas basadas en el atlas de SIGMA, en milimetros; COG X/Y/Z,
ubicacién del centro de gravedad en esa region, calculada por un promedio pesado entre los voxeles que
conforman la region, en donde la intensidad es la masa.
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En la tabla D1, se encuentran las redes que fueron detectadas por el analisis de
componentes independientes, se comparan con las redes reportadas por Gozzi et al.
(Gutierrez-Barragan et al., 2022) en el ratén y se incluye un valor de significancia derivado de
un analisis de umbral. De particular interés son las subredes que aparecieron en el cerebelo y
en la corteza sensorial, pues estas muestran cambios significativos entre los sujetos del T1
contra el T3. Eso nos sugiere que, la exposicion al etanol desencadend cambios funcionales
de alta importancia en dichas regiones. Ademads, esto es consistente con la literatura en
humanos, en donde la corteza somatosensorial y las regiones cognitivas del cerebelo se ven
afectadas durante el trastorno por consumo de etanol. Estas regiones particulares, se pueden

observar en la figura D1.

Figura D1. Las dos subregiones con areas de cambios significativos en la conectividad entre T1y T3. Se puede
observar conectividad en Crus I, Crus II y el Vermis en la red cerebelar y conectividad en la corteza
somatosensorial frontal. Umbral de activacion de 0.95 a 1 (1-p), equivalente a un valor p < 0.05.
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Figura D2. Mapas umbralizados de componentes independientes con cortes sagitales, coronales y axiales de

los componentes descritos en la tabla D1. a) corteza somatosensorial frontal; b) corteza prefrontal; ¢) corteza
monocular primaria; d) corteza somatosensorial de “campo de barriles”; €) insula; ) corteza retroespineal; g)
ganglios basales; h) corteza cingulada posterior; i) giro dentado; j) capa molecular de Crus Iy Crus 11

Discusion

El presente trabajo de tesis busco los cambios en la activaciéon funcional del cerebelo
con respecto de otras estructuras en un modelo crénico de ingesta de etanol. Para alcanzar
este objetivo se hizo un disefio experimental semejante a un modelo preclinico de consumo
de etanol (Bell et al., 2006; Carnicella et al., 2014). En particular, se implementé una linea de
ejecucion basada en el software novedoso libre RABIES para preprocesar y analizar las
imagenes de resonancia magnética funcional. Los resultados arrojados sugieren que el cerebelo
esta intimamente involucrado en los desérdenes de consumo, esto a rafz de su capacidad de
optimizacion (Albus, 1971). En particular, Crus I, Crus II y el Vermis tuvieron un incremento
significativo en la conectividad, sugiriendo una actividad compensatoria de la conectividad con

respecto del control. Por otro lado, otras regiones asociadas a la red de modo basal y la red
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somatosensorial también vieron su actividad incrementada, respaldando su importancia
durante el consumo crénico de etanol (Suk et al., 2021). Este es el primer estudio en investigar
las relaciones funcionales del cerebelo y la red de modo basal en roedores durante el consumo

crénico de etanol (Canessa et al., 2021).

Por ejemplo, en caso de las concentraciones de etanol, si la concentracién es demasiado
baja (menos o igual al 10%) las ratas probablemente no desarrollen el trastorno, mientras que,
si la concentracién es demasiado alta (mayor al 30%), a las ratas puede resultarles aversiva
(Becker-Krail et al,, 2016). Por lo anterior y con base en Simms, se seleccion6 una
concentraciéon de 20% de etanol, por ser la mayor concentracién en que los animales
desarrolarfan un desérden del consumo y no les resulte indigesto. De acuerdo con la literatura,
las ratas tienen patrones de consumo semejantes a los humanos en cuanto a edades respecta.
Las ratas en la periadolecencia consumen mayores concentraciones de etanol que las adultas,
pero las ratas adultas consumen de forma mas consistente a largo plazo. En el piloto
desarrollado por Alejandra Lopez (pendiente a publicacién) también se descubrié que el
método mas efectivo y consistente de desencadena desérdenes de consumo por etanol en las
ratas era exponetlas al etanol en una edad equivalente a la adultez joven. En particular, a una
concentracién de 20% de etanol, lo cual detivo a un consumo mayor a los 2gr/kg/mlL que es
el consumo que se describe constante en las ratas Wistar que muestran caracteristicas de

consumo constante de etanol.

Para poder hacer este analisis de una manera optimizada y repetible, fue necesaria la
implementacién de un software novedoso denominado RABIES. Este software libre fue
recientemente utilizado en una publicacién de muy alto impacto, respaldando su validez como
herramienta especializada para la resonancia magnética funcional en roedores (Grandjean et

al., 2022).

Establecer el modelo de consumo y el método de analisis fue un preambulo necesario
para estudiar las ramificaciones de las condiciones experimentales sobre las distintas regiones

del cerebro, especialmente del cerebelo. El cerebelo es una estructura cuya funcion es la
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optimizacién, por lo que es razonable pensar que, en el desorden de consumo de etanol, esta
habilidad para optimizar la conducta se ve impedida. Las areas del cerebelo que se han
demostrado tienen fuerte relevancia en el desorden por consumo de etanol son Crus I, Crus
IT'y el Vermis, esto debido a sus aferencias a corteza somatosensorial, hipotalamo y corteza
prefrontal (Jeremy D. Schmahmann, 2019). Crus I y Crus II tienen una relacién intima con la
optimizacién cognitiva, mientras que el Vermis esta mas relacionado con las capacidades

motoras del cerebelo (Ang et al., 2020; Baillieux et al., 2008; Jeremy D. Schmahmann, 2019).

Una hipotesis actual, es que le cerebelo regula por vias dopaminérgicas los “pesos” de
conectividad en el resto del encéfalo, lo cual es de especial importancia durante el consumo de
etanol, pues este fomenta la liberacion de este mismo neurotransmisor, interfiriendo con las
capacidades regulatorias del cerebelo (Albus, 1971; Bell et al., 2006; Carta et al., 2019), lo que
a su vez, actia como un modulador del comportamiento social. En particular, parece que la
via cortico-rubro-cerebelar se ve inhibida, lo cual es consistente con hallazgos previos sobre
los efectos del etanol en el area ventral tegmental y con aquellos encontrados por este trabajo,
en donde el cerebelo tiene que aumentar su actividad en un rol que probablemente sea
compensatorio. Durante el analisis por componentes independientes surgieron una gran
variedad de redes, sin embargo, solo una red cerebelar y una red somatosensorial asociada a la
red de modo basal tuvieron cambios significativos entre T1 y T3 (Figura D1) al ser analizadas
controlando por multiples comparaciones. En particular, estos cambios se vieron en las
regiones de Crus I y II y el Vermis en el Cerebelo y sobre la corteza somatosensorial frontal.
Esta evidencia es de particular relevancia porque une la parte regulatoria emocional del
cerebelo, en la red de modo basal, en conjunto de la regulacion mecanica en la afectacion en
la red sensoriomotora. Otro detalle interesante, es la afectacién asimétrica sobre la red
somatosensorial y, aunque no es obvio el porqué de esto, parece indicar que existe un rol
diferencial en la regulacién mecano-cognitiva en los roedores, lo cual podria ser derivado de

la eleccién de mano dominante o de otro factor no aqui considerado.

Aunado a esto, los cambios sobre la red de modo basal indican que la habilidad de
mediacién de actividades voluntarias se ve afectada, siendo esto consistente con el cuadro

etiolégico del desorden por consumo de etanol, en donde el sujeto pierde la habilidad de
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moderar su consumo (Canessa et al., 2021). Es importante tomar en cuenta que se trata de un
modelo animal, por lo que cualquier derivado conductual, sobre todo uno que roza con la
abstraccion, debe ser considerado con cuidado, pero estas afectaciones, en conjunto de los
resultados derivados del consumo, sugieren que este mecanismo compensatorio podtia existir

en humanos también.

Dentro de estos resultados, es importante resaltar la aparicion de una red de
conectividad cerebelar novedosa en roedores y que es consistente con aquellas encontradas en
humanos (Bostan et al., 2013; Habas, 2021; Jeremy D. Schmahmann, 2019). Esto es de especial
importancia, pues sugiere que los mecanismos regulatorios del cerebelo son semejantes en
humanos y en roedores, lo cual tiene sentido desde un aspecto evolutivo y matematico.
Evolutivo porque la filogenia del cerebelo lo establece como una de las estructuras que menos
adaptaciones ha adquirido a través de las especies, lo cual sugiere que es una region de alta
importancia y dificil de modificar, probablemente a raiz de su baja modularidad (Tsai et al.,
2020). Y matematico porque también indicaria que las ecuaciones ya existentes de Albus y
Marr (Albus, 1971) son una abstraccion acertada para describir el comportamiento de
optimizacioén en el cerebelo, al menos en términos puramente coneptuales. Por ultimo, es
importante notar que hay evidencia de que, ademas de ser semejantes en términos de estructura,
el cerebelo humano y el de las ratas también comparten aferencias y eferencias a zonas

equivalentes (Bostan et al., 2013).

La aparicién de esta red, dadas las condiciones experimentales, también nos permite
comenzar a complementar el modelo de consumo de Volkow, basado en el de 3 etapas, en
donde el cerebelo “optimiza” y facilita la transicién en estados derivados del detonante de la
anticipacion. Esto provoca que el subsecuente atracon tenga que reclutar menos regiones
cerebrales para tomar la decision de consumir el etanol, volviéndolo una cascada de
retroalimentacion positiva que vuelve especialmente dificil escapar del desorden del consumo.
Esto se respalda de la literatura, pues, en experimentos con ratas; su habilidad de toma de
decisiones se ve impedida de manera crénica por el consumo de etanol, sugiriendo que el
cerebro tiene que reclutar otras redes, obligindolo a usar vias no optimizadas (Alcaraz et al.,

2018; Canessa et al., 2021; Z. Wang et al., 2017).
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El presente trabajo es uno de los componentes de uno mayor, donde se estudié por primera
vez la interaccion de una red cerebelar putativa con otras redes durante ratas expuestas a un
modelo preclinico de consumo de etanol. Partiendo de las preguntas de investigacion sobre
las que se basaron este proyecto, es evidente que el cerebelo interactia con la red de modo
basal y otras mas. El mecanismo del cémo ocurre esta interaccion sigue sin ser evidente, en
especial por el rol regulatorio del cerebelo, por lo que su magnitud de conectividad
probablemente sea considerablemente menor. Otro punto de interés fue el descubrimiento de
una red cerebelar en roedores, misma que se vio afectada en el tratamiento experimental,
apoyando la idea de que esta red se ve involucrada en la compensacién durante el consumo

cronico de etanol.

Estos resultados son altamente interesantes debido a que el cerebelo no ha sido un
enfoque de estudio aun y mucho menos en roedores, por lo que encontrar redes putativas de
este nos provee de una vision mas amplia y mas complete de la funcién del cerebro durante el

desorden por consumo de etanol.

Por dltimo, la implementacion del software RABIES es de suma importancia, pues
ayudara a la estandarizacion de las vias de ejecucion cuando se trate de andlisis funcional de
roedores, rompiendo con el esoterismo en lo que a analisis computacional refiere,

representando un gran paso para la neuroimagen en el Instituto de Neurobiologia y México.

Alcances y limitaciones

Los estudios basados en el cerebelo, especialmente en términos de sus capacidades en
la regulacion cognitiva siguen siendo relativamente escasos, por lo que probablemente aun no
exista un panorama completo del mismo, especialmente en modelos basados en roedores. El
presente trabajo es solo una fraccién de un trabajo mucho mas grande que incluye analisis por
deformaciones, inmunologfa, difusién y conducta, por lo que serfa imposible derivar, en buena

fe, conclusiones definitivas de solo una de estas partes. Sin embargo, en el trabajo completo,
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se tendra un enfoque multidimensional que definitivamente podra llegar a nuevas alturas en el

estudio del desorden por consumo de etanol en modelos murinos.

La limitante principal de este trabajo es el tamafo fue el tamafio de la muestra, lo cual
vuelve mas dificil el analisis estadistico, sin embargo, este estudio es de alto valor, pues nos
provee de una ventana a lo que podria estar sucediendo en la realidad. Ademas, nos ayuda a
determinar futuras acciones y futuros analisis que pudieron no ser evidentes previos a este

trabajo.

Conclusion

En conclusion, el consumo crénico de etanol en ratas Wistar produce cambios en la
activacion funcional del cerebelo y en la red de modo basal, sugiriendo una relacién importante
entre ambos. Se observaron cambios significativos en por imagen de resonancia magnética

funcional en los l6bulos posteriores del cerebelo en ratas con consumo crénico de etanol.

Estos hallazgos tienen implicaciones en la comprension de los mecanismos
subyacentes al desorden por consumo de etanol y resaltan la relevancia del cerebelo como una
estructura involucrada en la regulaciéon del comportamiento durante el consumo cronico de

etanol en ratas Wistar.
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