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Resumen
La ansiedad es un estado emocional presente en los seres humanos y en algunas especies animales.

La ansiedad tiene como funcidn la adaptacion y supervivencia del sujeto al estar involucrada con la
respuesta fisioldgica ante estimulos amenazantes. Sin embargo, cuando existe un estado de
ansiedad sostenida, incluso ante situaciones en donde no hay un estimulo estresor especifico, la
ansiedad se convierte en patoldgica y puede ser un factor predisponente para el desarrollo de otro
tipo de trastornos fisicos y psiquidtricos, como los trastornos del suefio y la dependencia al alcohol,
los cuales son de especial interés para este estudio. Al mismo tiempo, la presencia de las
alteraciones del suefio y el consumo de alcohol influyen de manera directa sobre la ansiedad,

formando una triada patolégica.

En sujetos con ansiedad, se han reportado alteraciones en el suefio, las cuales consisten en una
dificultad para mantener y conciliar el suefio, disminucién del sueifio profundo y una
desincronizacidn del ritmo circadiano de suefio. Adicionalmente, los sujetos con ansiedad son mds
propensos a desarrollar la dependencia al consumo de alcohol, debido a que el alcohol al ser un
depresor del sistema nervioso central aminora los sintomas de la ansiedad y facilita el suefio,

resultado paliativo para el insomnio.

En el laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia se
cuenta con dos sublineas de ratas de la cepa Sprague-Dawley que se diferencian por su frecuencia
de bostezo espontdneo. Las ratas de alto bostezo (HY, de sus siglas en inglés) tienen una media de
20 bostezos por hora, mientras que las ratas de bajo bostezo (LY, de sus siglas en inglés) tienen solo
2 bostezos por hora. Ademds, las ratas LY presentan mayores conductas relacionadas a la ansiedad

cuando son evaluadas en pruebas conductuales psicofisioldgicas con respecto de las ratas HY.

El objetivo de este estudio fue analizar las alteraciones en el ciclo suefio-vigilia en las ratas HY y LY
después de la ingesta de alcohol, mediante un protocolo de administracién voluntaria de alcohol
utilizando un paradigma de libre eleccién. Adicionalmente, de analizar los efectos de la ingesta de
alcohol en la conducta relacionada a la ansiedad en la prueba de laberinto en cruz elevado, y por

ultimo, determinar la preferencia por el consumo de alcohol en ambas sublineas.

Nuestros resultados muestran que las ratas LY, las cuales son un modelo de ansiedad, presentaron
una preferencia significativa al consumo de alcohol. Al ser evaluadas en el laberinto en cruz elevado,

las ratas LY mostraron un aumento en el nimero de entradas a los brazos abiertos del laberinto y el



numero de conductas exploratorias, lo que soporta un efecto ansiolitico del alcohol. La ingesta de
alcohol produjo un aumento de la duracion total del suefio de ondas lentas, ademds de un cambio
en la distribucidn circadiana del ciclo suefio-vigilia. En las ratas HY, no se obtuvo una preferencia por
el consumo de alcohol, ni cambios en la conducta relacionada a la ansiedad evaluada en el laberinto

en cruz elevado, ni alteraciones significativas en su ciclo suefio-vigilia.

Por lo tanto, concluimos que las ratas LY, al tener un fenotipo ansioso, tuvieron una preferencia al
consumo de alcohol y mayores alteraciones en su ciclo sueno-vigilia con respecto de las ratas HY,

las cuales son resilientes.



Abstract

Anxiety is an emotional state present in human beings and in some animal species. Anxiety has an
adaptative function for the individual survival by being involved on the physiological response to
stress and threats. When there is a sustained state of anxiety even in situation where no real threat
is present, anxiety might turn into a pathological state and an important factor for the development
of another physical and psychiatric disease such as sleep alterations and alcohol dependence. In this
regard, the presence of sleep alterations and alcohol consumption affects directly on to anxiety,

forming a pathological triad.

It has been reported that subjects with anxiety develop sleep alterations that include difficulties to
initiate and maintain sleep, a decrease of deep sleep and a circadian sleep rhythm
desynchronization. Additionally, subjects with higher anxiety levels are more susceptible to develop
alcohol dependence or and alcohol use disorder, due to reducing anxiety and facilitating sleep, and

being used to treat insomnia.

At the Laboratory of Behavioral Neurophysiology and Motor Control of the Institute of Physiology
we have inbred two sublines of Sprague-Dawley rats that differ in their spontaneous yawning
frequency. High-yawning rats (HY) have a mean of 20 yawns per hour whereas the low-yawning rats
(LY) have less than 2 yawns per hour. Also, LY rats present higher anxious behavior when evaluated

on psychophysiological tests with respect to HY rats.

The aim of this study was to assess sleep-wake alterations on HY and LY rats after chronic alcohol
intake, using a voluntary alcohol intake by a two-bottle choice protocol. Additionally, we analyzed
the effects of alcohol intake on anxiety behavior evaluated on the elevated plus maze and

determined the alcohol preference between sublines.

Our results showed that LY rats have a significant alcohol preference with respect to HY rats. LY rats
also showed an increase of the number of entries to the open arms of the elevated plus maze, and
an increase of exploratory behaviors, which support the presence of an anxiolytic effect of alcohol.
Alcohol intake produced an increase of total duration of slow-wave sleep and a change in sleep-
wake circadian distribution. HY rats did not showed an alcohol preference, nor changes in anxiety

related behavior when evaluated on the elevated plus maze and sleep-wake alterations.



Hence, we concluded that Ly rats are an anxious phenotype and presented a significant preference
for alcohol consumption and had more sleep alterations with respect to the HY rats, which are

resilient.
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1. Introduccion
La ansiedad es un estado emocional presente en los seres humanos y en algunas especies animales,

el cual tiene componentes afectivos, cognitivos y perceptuales (Wiedmann, 2015). La ansiedad
supone una activacién del sistema nervioso central en respuesta ante un estimulo aversivo real o
potencial, y permite una adaptacion del individuo a las nuevas demandas ambientales (Chorpita &
Barlow, 1998). Sin embargo, la ansiedad llega a ser patoldgica cuando se mantiene como un estado
constante de preocupacion por una amenaza no real (Dias et al., 2013). También se ha reportado
gue algunos sujetos son mas susceptibles a la ansiedad, por lo que tienen un mayor riesgo de
desarrollar dependencia a las drogas como el alcohol, para aminorar los sintomas de la ansiedad
(Kushner et al., 2000). También los sujetos que tienen mayor ansiedad son mds propensos a tener
varias patologias como el sindrome metabdlico, enfermedades cardiovasculares, otros trastornos

psiquiatricos como la depresion, y alteraciones en el suefio (Sarason & Sarason, 2006).

El suefio es un proceso fisioldgico vital para todos los organismos. Una mala calidad del suefio o una
supresion de este puede tener consecuencias catastroficas para el organismo, que pueden
contribuir al desarrollo de enfermedades e incluso puede llevar a la muerte (Ferrara & De Gennaro
2001). El suefio puede ser influenciado y afectado por una gran variedad de factores fisioldgicos y
ambientales, siendo dos de los principales los trastornos afectivos como la ansiedad y el consumo

de drogas como el alcohol (Kaneita et al. 2009).

El alcohol es una de las drogas mas utilizadas para inducir el suefio ante la presencia de un trastorno
del suefio como lo es el insomnio (Brower et al., 2001) o un trastorno de ansiedad, en la cual incluye
también en su sintomatologia al insomnio (Conroy & Arnedt, 2014; Roehrs & Roth, 2018). El alcohoal,
al ser un depresor del sistema nervioso central, comparte los efectos somniferos con otras
sustancias como los barbituricos o las benzodiacepinas (Abrahao et al. 2017). Sin embargo, el suefo
inducido por el alcohol es de mala calidad, ya que se produce un incremento del suefio ligero y una
reduccion del suefio profundo, asi como el aumento de la frecuencia de despertares nocturnos
(Chan et al. 2015). Del mismo modo, la ansiedad también produce una reduccion del suefio

profundo y produce un aumento de los despertares nocturnos (Alvaro et al., 2013).

Por lo tanto, existe una estrecha relacion entre los trastornos del suefio, la ansiedad y el consumo
de alcohol, el cual se da de manera reciproca y compleja, ya que la presencia de un solo trastorno
es un factor determinante para la aparicién de los otros dos, de manera que también un trastorno

exacerba a los otros (Chueh et al., 2019). Por ejemplo, la presencia de un trastorno de ansiedad
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produce alteraciones en el suefio, que a su vez puede propiciar el consumo de alcohol para disminuir
los sintomas de la ansiedad e inducir el suefio (Kushner et al., 2000). El alcohol resulta efectivo como
inductor del suefio durante las primeras etapas del consumo (Colrain et al., 2014), sin embargo, su
uso continuo puede contribuir al desarrollo de la tolerancia, la cual consiste en el aumento
progresivo del consumo de alcohol para experimentar los efectos producidos durante las primeras
etapas del consumo y desarrollar dependencia (Connor et al., 2015). Con la suspension del consumo
de alcohol se produce el sindrome de abstinencia, durante el cual se experimenta una serie de
sintomas aversivos como la ansiedad y se considera como un factor importante para la recaida en

su consumo (Smith & Randall, 2012; Brower et al., 2001).

ALTERACIONES
DEL SUENO

ALCOHOL ANSIEDAD

Figura 1. Triada patoldgica. La triada conformada por la ansiedad, las alteraciones en el suefio
y el consumo de alcohol genera un problema de salud publica. Cualquiera de las tres
condiciones constituye un factor importante para la aparicidn y exacerbacion de las otras dos,

dificultando su tratamiento.

Por lo tanto, existe una triada patoldgica formada por la ansiedad, que puede producir alteraciones
en el suefio, y al mismo tiempo puede desencadenar una dependencia al consumo de alcohol. Esta
triada ayudaria a explicar la etiologia de la dependencia al consumo de alcohol en sujetos con

ansiedad y cdmo se ve afectado el tratamiento cuando estd presente una alteracion en el suefio.

1.1 Ansiedad

La ansiedad es un estado emocional inherente a los humanos, el cual se define por componentes

afectivos, perceptuales, cognitivos, conductuales vy fisiolégicos (Wiedmann, 2015). Las
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manifestaciones de la ansiedad pueden ser objetivas, comprendiendo sintomas fisioldgicos como la
aceleracién de la frecuencia cardiaca y respiratoria, temblor, sudoracién, aumento de la presién
arterial y sequedad en la boca, ademdas de sintomas psicolégicos como la evitacion, inquietud,
exageracion de las respuestas conductuales, y deseo de escapar, como sucede en la agorafobia; y
manifestaciones subjetivas que comprenden un alto grado de alerta, miedo intenso y la expectativa
de desastres o peligros inminentes (Kandel et al., 2001). Spielberger y colaboradores (1984) definen
a la ansiedad como una reaccién emocional que consiste en sentimientos de tensidn, aprensidn,

nerviosismo y preocupacion, asi como una activacion o descarga del sistema nervioso auténomo.

A diferencia del miedo, el cual se asocia a un estimulo externo amenazante e identificable, la
ansiedad se trata de un estado emocional difuso y sin una fuente de amenaza reconocible. Epstein
(1972) establecié que la diferencia entre ambos términos esta en que el miedo seria un factor que
motiva la conducta de evitacidn ante la percepcién de una amenaza, mientras que la ansiedad seria
un estado emocional de miedo no resuelto o un estado de activacién que no posee una direccion

especifica tras la percepcién de una amenaza (Sandin & Chorot, 2008).

En un sujeto sano, la ansiedad incluye un sistema de alerta que consiste en una activacion del
sistema nervioso central simpatico y del eje hipotdlamo-pituitario-adrenal (HPA) para responder a
un estimulo que pueda resultar amenazante, lo cual consiste en el componente perceptual de la
ansiedad. Seguido de esto, ocurre un procesamiento cognitivo que involucra al sistema limbico y a
la corteza cerebral, los cuales constituyen a los componentes cognitivo y afectivo de la ansiedad, de
manera que el sujeto evalla los riesgos y compara la situacion actual con su experiencia para luego
prepararse para la acciéon. Por ultimo, el individuo desarrollard una estrategia de adaptacion ante
futuros eventos o estimulos estresores, lo cual involucra al componente conductual de la ansiedad

(Bystritsky et al., 2013).

La ansiedad se convierte en patolégica cuando hay una alteracion en este proceso de
reconocimiento, evaluacion y adaptacién a la situacion o estimulo aversivo, cuando hay una
respuesta exacerbada y mantenida a un estimulo ambiguo que pueda ser percibido como
amenazante, ademds de una inhabilidad para desarrollar estrategias adaptativas adecuadas

(Bystritsky et al., 2013).

El estrés es otro factor importante en el desarrollo de una ansiedad patoldgica, ya que una

exposicion prolongada a un estresor también puede alterar la respuesta del sistema nervioso
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simpatico y del eje HPA (Weger & Sandi, 2018) y afecta la adaptacion del organismo a nuevos

estresores (Grissom & Bhatnagar, 2009).

El estrés se define como la respuesta ante estimulos o situaciones en los que estan ausentes el
control y la prediccidn, es decir cuando una demanda ambiental excede la capacidad regulatoria
natural de un organismo (Koolhaas et al., 2011). Selye (1950) definié el concepto de estrés como
como la respuesta no especifica del organismo a un estimulo que supone una amenaza para la
homeostasis, el equilibrio interno del organismo (Koolhaas et al., 2011). Al igual que la ansiedad, el
estrés debe considerarse como un proceso que incluye el estimulo, el procesamiento perceptual de

dicho estimulo y las respuestas fisioldgicas y conductuales del sujeto (Godoy et al., 2018).

Al igual que en la ansiedad, el estrés produce una activacién en el sistema nervioso simpatico
adrenomedular (SAM) y del eje HPA, los cuales son los principales sistemas encargados de la
disposicidn y movilizacion de energia y nutrientes a diversos érganos y tejidos para preparar una
respuesta conductual apropiada de pelea o huida (Herman & Cullinan, 1997). La magnitud de la
respuesta de estos sistemas depende de la intensidad o tiempo de exposicién al estresor (Grissom
& Bhatnagar, 2008). Sin embargo, no todos los estimulos estresores son aversivos, se ha reportado
gue situaciones que son satisfactorias como la cépula son altamente estresantes, pero la
recuperacion de la respuesta a este tipo de estrés es mas rapida (Koolhaas et al., 2011). Por otra
parte, los términos que definen al estrés es la controlabilidad y predictibilidad, de manera que la
naturaleza del estimulo no lo hace aversivo, sino que es el grado en que este estresor es controlado
y previsto (Koolhaas etal., 2011); ademas de la capacidad del organismo para efectuar una
respuesta anticipatoria (Koolhaas et al., 1999). Otro factor importante en la respuesta al estrés, y la
categorizacién de un estimulo como aversivo, es la velocidad de recuperacién de la activacion del

eje HPA a sus niveles basales y no asi la magnitud de la respuesta (Dallman, 2007).

El estrés se vuelve patoldgico cuando las respuestas fisioldgicas, como la activacién del sistema SAM
y el eje HPA, tienen tanto una respuesta exacerbada y una velocidad lenta de recuperacién a los
niveles basales (Herman & Cullinan, 1997). Ademas, en estas condiciones, se da una inhabilidad para
adaptarse de manera apropiada a las demandas ambientales, es decir, exposicidn a otros estimulos
estresores (Garcia et al., 2000). Ante una situacién en la cual esta disminuida la capacidad de control
y predictibilidad, ademds de una carga alostérica, el estrés puede contribuir a la generacion de

psicopatologias como la ansiedad y la depresion (Radley et al., 2011).
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Por otro lado, los individuos que tienen un rasgo de ansiedad o una mayor susceptibilidad a Ia
ansiedad presentan una alteracion en la respuesta del eje HPA y del sistema nervioso simpdatico ante

un estimulo estresor, ademas de una lenta recuperacion a los niveles basales (Weger & Sandi, 2018)

1.1.1 Fisiologia de la ansiedad y del estrés
Como ya se ha mencionado anteriormente, en la ansiedad y en el estrés estdn involucradas ciertas

areas del cerebro, glandulas y érganos de todo el cuerpo, asi como varios neuromoduladores y
hormonas que permiten al organismo desplegar la respuesta conductual adecuada para hacer
frente a la amenaza y al mismo tiempo mantener el equilibrio interno (Millan, 2003). Los principales
sistemas de respuesta al estrés y a la ansiedad son el sistema simpdatico adrenomedular (SAM) y el
eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA), los cuales secretan noradrenalina y glucocorticoides
respectivamente para generar una respuesta coordinada inmediata que puede durar por algunos
minutos o hasta dias en los que estd presente el estimulo estresor, con el fin de preservar el

equilibrio interno del organismo (Godoy et al., 2018).

El primer paso para la respuesta de estos dos sistemas es la percepcion del estimulo como un
estresor, es decir, como un factor que supone una amenaza para el organismo. Posterior a esto, el
sistema SAM y el eje HPA responderan dependiendo del tipo de estresor, de los cuales, se distinguen
los estresores fisicos y los psicoldgicos (Godoy et al., 2018). Los estresores fisicos consisten en
amenazas directas al funcionamiento orgdnico como lo es una disminucién de la oxigenacion, una
hemorragia o un proceso infeccioso, los cuales son procesados principalmente por el tallo cerebral,
regiones hipotalamicas, el sistema nervioso auténomo y por el sistema SAM, efectuando una
respuesta rapiday de corta duracidn, en la cual incluye un estado de alerta y vigilancia (Godoy et al.,
2018); ademas de una respuesta de larga duracion del eje HPA en la que se incluye la secrecion de
hormonas que facilitan la respuesta de pelea-huida (Herman & Cullinan, 1997). Por otra parte, los
estresores psicoldgicos tienen un componente conductual, en el que se pierden las capacidades de
predictibilidad, control y de anticipacion, generando asi una respuesta tanto fisica como cognitiva,
en la cual se involucra el sistema limbico, el sistema SAM y el eje HPA (Godoy et al., 2018; Vermetten

& Bremner, 2002).

Otros sistemas involucrados en la respuesta al estrés y la ansiedad son el sistema noradrenérgico,
dopaminérgico y serotoninérgico, ademas de varios neuropéptidos (Wiedmann, 2015; Millan, 2003;

(Vermetten & Bremner, 2002).
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1.1.1.1 Eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA)
Este eje esta directamente involucrado con la respuesta al estrés y en la ansiedad; siendo el nucleo

paraventricular del hipotdlamo (NPV) donde se encuentran neuronas que contienen el factor
liberador de corticotropina (CRF, de sus siglas en inglés), que tiene aferencias de los sistemas
cardiovascular y neuroendocrino (Herman & Cullinan 1997). En condiciones de estrés fisico o
psicolégico se segrega CRF desde el NPV hacia la glandula pituitaria, en donde a su vez se
desencadena la secrecidon de hormona adrenocorticotropa (ACTH, de sus siglas en inglés) hacia el
flujo sanguineo. La ACTH es un péptido que actua en la corteza suprarrenal para liberar
glucocorticoides, cortisol en humanos o corticosterona en ratas, las cuales son las principales

hormonas de estrés periféricas (Vermetten & Bremner, 2002).

El eje HPA es regulado por retroalimentacion negativa, donde el cortisol es captado por los
receptores para glucocorticoides (GRs, de sus siglas en inglés) ubicados en el hipocampo, la
amigdala, hipotdlamo y en la glandula pituitaria (véase Figura 2). En condiciones de estrés crénico
se produce una desregulacion de este sistema de retroalimentacidn, y por lo tanto hay un excedente
de cortisol en la sangre (Duva et al., 2010), por lo que disminuye la cantidad de GRs en todo el eje y
permite que se siga produciendo mdas CRF y ACTH, que a su vez estimulan la generacién de mas
cortisol, produciendo hipercortisolemia por un asa de retroalimentacidn positiva (McEwen, 1993).
El excedente de cortisol puede ser neurotdxico para partes vulnerables del cerebro, como lo es el
hipocampo y la amigdala (Duval et al., 2010), y por eso es frecuente que en el estrés crénico se
desarrolle depresidn, trastornos de ansiedad y déficits en la memoria por dafio en el hipocampo

(Wolf et al., 2015).
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Figura 2. Esquema del eje hipotalamo-pituitario-adrenal ante la exposiciéon al estrés en
humanos. Desde el nucleo paraventricular del hipotalamo (PV) se libera CFR, que a su vez
produce la liberacion de ACTH desde la glandula pituitaria, la cual promueve la liberacion de
glucocorticoides desde la corteza suprarrenal. El sistema se regula negativamente a través de
los receptores de glucocorticoides (GRs) localizados en todo el eje. CRF=factor liberador de

corticotropina, ACTH=hormona adrenocorticétropa. Modificado de Datta y Rostron (2015).

Se ha reportado que la secrecion de glucocorticoides tiene un ritmo circadiano, con un pico de
secrecién en la mafana en los seres humanos, y en la tarde en los roedores (Herman & Cullinan,
1997). Los glucocorticoides pueden traspasar facilmente la membrana celular, y al ser liberados por

el torrente sanguineo, estos pueden llegar a practicamente cualquier parte del organismo al unirse
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a receptores GRs 0 a receptores a mineralocorticoides (MRs) (Herman & Cullinan, 1997). Los MRs
tienen una mayor afinidad a los corticosteroides con respecto a los GRs, y en condiciones basales
tienen una mayor ocupacién mientras que los GRs tienen una minima ocupacién. Sin embargo, los
GRs se encuentran dipersos en la mayoria de las areas cerebrales, mientras que los MRs sdlo estan
expresados en el NPV, en el hipocampo, en la amigdala, en el septum lateral, locus coeruleus (LC) y
en el nucleo del tracto solitario (Godoy et al., 2018). EI CRF tiene efectos directos sobre la conducta
al promover la activacion del organismo mediante neurotransmisores especificos que activan la
corteza cerebral, el sistema SAM, y el sistema limbico, especialmente en la expresion del miedo y
para el mantenimiento de un estado de alerta, preparacidn y de atencidn selectiva, los cuales estan

presentes en un estado de ansiedad (Chrousos, 2009).

1.1.1.2 Sistema simpatico adrenomedular
Este sistema estd encargado de ejecutar una respuesta rapida y corta, mediada principalmente por

las catecolaminas adrenalina y noradrenalina (Duval etal., 2010). Este sistema tiene sus
proyecciones desde el NPV y el LC hacia neuronas preganglionares simpaticas en la columna celular
dorsal intermediolateral de la médula espinal, hacia el nucleo simpatico paravertebral y finalmente
alamédula adrenal (Godoy et al., 2018). La adrenalinay noradrenalina son secretadas por la médula
de las glandulas suprarrenales, y la noradrenalina ademas por las terminaciones simpdticas hacia el
torrente sanguineo, y en condiciones de estrés promueven cambios en el flujo sanguineo, la
secrecién de glandulas exocrinas y la actividad de los drganos viscerales y del musculo liso para
preparar al organismo para la respuesta de pelea-huida, la cual incluye el mantenimiento de un
estado de altera, incremento del oxigeno y la glucosa y otros recursos organicos para mantener esta
respuesta (Koolhaas et al., 2011). La adrenalina y noradrenalina actuan en el organismo a través de
receptores presentes en las membranas celulares de diversos drganos y multiples neuronas del
sistema nervioso central (Chrousos, 2009). Ademas, el sistema SAM modula la actividad del eje HPA

y actia de manera simultanea con éste para establecer sinergia (Godoy et al., 2018).

1.1.1.3 Sistema noradrenérgico
El locus coeruleus (LC) estd localizado en el tallo cerebral y sintetiza noradrenalina como su principal

neurotransmisor (Vermetten & Bremner, 2002). El LC tiene un rol central en la regulacidon de
procesos conductuales, como la atencién selectiva, el procesamiento de informacién sensorial y la
toma de decisiones (Winklewski et al., 2017). Ademas, el LC funciona como un sistema de alerta
general y determina, bajo situaciones de amenaza, si el organismo presta atencién hacia el estimulo

externo o hacia estados internos vegetativos (Vermetten & Bremner, 2002).
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El LC tiene proyecciones hacia la corteza cerebral, el hipotdlamo, el tdlamo, el hipocampo y a la
amigdala, asi como a otras regiones en el tallo cerebral (Winklewski et al., 2017). De esta manera,
el LC tiene aferencias hacia el sistema limbico, que a su vez proyectan hacia el nicleo paraventricular

del hipotalamo e inducen la activacion del eje HPA y el sistema SAM (Godoy et al., 2018).

Las células que reciben aferencias del LC tienen receptores adrenérgicos clasificados como a1, a2y
B. La activacion de los receptores aly p generan la excitacion de la célula, mientras que la activacidn

de los receptores a2 producen la inhibicion de la célula (Winklewski et al., 2017).

Este sistema noradrenérgico modula las funciones cerebrales de manera rdpida y global en
respuesta ante los cambios en el ambiente (Vermetten & Bremner, 2002), lo cual es fundamental
para la adaptacion al entorno cambiante. En condiciones basales, la corteza prefrontal ejerce un
control inhibitorio de la amigdala, el eje HPA y al LC, pero ante la exposicién a un estresor, la
amigdala inhibe la actividad de la corteza prefrontal y aumenta la actividad del eje HPA y del LC
(Radley et al., 2008). A su vez, el eje HPA y el LC activan a la amigdala para continuar disminuyendo

la inhibicién producida por la corteza prefrontal (Bremner et al., 1996).

1.1.1.4 Sistema dopaminérgico
La dopamina es un neurotransmisor importante en varias vias del sistema nervioso central, en el

que participa en el control de varias funciones como la locomocién, la cognicién, la emocion, la
motivacion y la secrecién neuroendocrina (Duval et al. 2010). La dopamina también esta relacionada

con la capacidad de procesamiento de informacidn (Vermetten & Bremner, 2002).

La dopamina se libera principalmente del drea ventral tegmental (AVT), en cual tiene proyecciones
hacia tres vias: la primera es la nigroestriatal, la cual cuenta con proyecciones desde la sustancia
nigra pars compacta al estriado, y estd encargada de la planificacion de los movimientos; la segunda
via es la mesolimbica, que tiene proyecciones desde el mesencéfalo hacia el nicleo accumbens, que
estd encargado de las funciones de placer y recompensa; y la tercera via es la mesocortical, con
proyecciones desde el mesencéfalo a la corteza prefrontal, cuyas neuronas se activan ante cambios

de las condiciones ambientales (Vermetten & Bremner, 2002; Duval et al., 2010).

La dopamina actua en diferentes partes del cerebro a través de receptores metabotrdpicos
clasificados como D1 a D5, que basados en su unidn con proteinas G que estimulan o inhiben la
produccion del segundo mensajero AMP ciclico, se conforman en dos familias: la familia D1 que

incluye a los receptores D1y D5; y la familia D2, que incluye a los receptores D2, D3 y D4 (Nieoullon
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& Coquerel, 2003). Los receptores de la familia D1 se encuentran distribuidos mayoritariamente en
el nucleo accumbens, la amigdala, el putamen-caudado, el hipocampo y en la corteza prefrontal;
mientras que los receptores de la familia D2 se distribuyen mayoritariamente en el nicleo

accumbens y en el tubérculo olfatorio (Arnaiz & Antonelli, 2016).

La exposicion al estrés, tanto fisico como psicolégico, producen un incremento en la sintesis y en la
transmisién de la dopamina, lo cual puede inducir cambios adaptativos en el cerebro (Pani et al.,
2000), principalmente, las vias dopaminérgicas mesolimbicas y mesocortical estan involucradas en
la regulacién de la secrecién de glucocorticoides por el eje HPA y de catecolaminas por la activacion

del sistema SAM (Rasheed & Alghasham, 2012).

Ademas, la exposicidn al estrés afecta a la memoria de trabajo y produce anhedonia, es decir, el
sujeto suprime las conductas que le brindan placer y bienestar, que es un sintoma presente en la
depresion (Chrousos, 2009; Taché & Selye, 1985). Por lo tanto, el sistema dopaminérgico es
importante para generar respuestas emocionales, seleccionar y procesar informacion, mantener la
capacidad heddnica y de recompensa ante el aprendizaje, y para reaccionar ante una perturbacion

ambiental y poder adaptarse de manera exitosa (Taché & Selye, 1985).

1.1.1.5 Sistema serotoninérgico
La serotonina es un neurotransmisor con una amplia influencia en varias funciones cerebrales, como

la ingesta de alimento, el suefio, la termorregulacion, la conducta sexual, la funcién cardiovascular,
locomocidn, regulacidon enddcrina, aprendizaje, memoria y afectividad (Lanfumey et al., 2008). La
serotonina se sintetiza por neuronas en el nucleo del rafé, con proyecciones a diversas areas del

cerebro, particularmente al hipocampo (Millan, 2003).

Los receptores a serotonina 5-HT: al 5-HT;, a excepcién del receptor 5-HTs;, son receptores
metabotrdpicos, y estan encargados de regular diferentes procesos en el organismo. Para la
regulacion de la respuesta al estrés y a otros estados emocionales, estan involucrados

principalmente los receptores 5-HT1a (Lanfumey et al., 2008).

La serotonina estd involucrada en varios procesos como son la ansiedad, la alerta, la agresion, los
estados afectivos, la impulsividad y la regulacién de la ingesta (Duval et al., 2010). La serotonina
regula la actividad del eje HPA, ya que puede incrementar la secrecion de corticosterona a nivel
adrenal y producir un cambio en la corteza prefrontal medial, en el nicleo accumbens, amigdala, en

el LC e hipotdlamo lateral (Kaehler et al., 2000). La serotonina produce una activacion prioritaria en
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la corteza cerebral cuando se presenta condiciones asociadas al miedo (Vermetten & Bremner,

2002).

1.1.1.6 Neuropéptidos
Los neuropéptidos son mediadores de la respuesta al estrés y en la ansiedad. Los neuropéptidos

principales son los opioides, la somatostatina, la neurotensina y el neuropéptido Y (Duval et al.
2010). Los opioides estan involucrados principalmente en la analgesia inducida por el estrés; la
somatostatina es el mayor inhibidor de la secrecién de la hormona del crecimiento, y esta distribuida
en todo el cerebro, pero su mayor concentracién esta en el nicleo paraventricular del hipotadlamo,
la amigdala, hipocampo, corteza, area predptica medial y niicleo accumbens (Duval et al. 2010). Por
otra parte, la neurotensina se encarga de modular la temperatura corporal y procesar la informacion
nocioceptiva; y el neuropéptido Y funciona como ansiolitico al disminuir los efectos de otros
péptidos como el CRF y se encuentra en nucleos del tallo cerebral, en el nicleo accumbens, la

amigdala, hipotadlamo y corteza cerebral (Vermetten & Bremner, 2002).

1.1.1.7 Otros neurotransmisores
Otros neurotransmisores importantes son el glutamato y el acido y-amino-butirico (GABA). El

glutamato es un neurotransmisor excitador que estd involucrado en la neuroplasticidad a largo
plazo, la migracién y la viabilidad neuronal (Duval et al. 2010). Ante la exposicidn al estrés, se
produce un aumento en su secrecidén en la corteza prefrontal e hipocampo lo cual puede
desencadenar el proceso de estrés oxidativo, inducir excitotoxicidad, dafos a nivel neuronal y
apoptosis (McEwen & Stellar, 1993; Duval et al., 2010). De la misma manera, hay un decremento en
los receptores GABA,, los cuales son los principales moduladores inhibitorios de las neuronas
dopaminérgicas (McEwen & Stellar, 1993). Los receptores GABAA funcionan como moduladores de
la conducta emocional y los estados de dnimo (Vermetten & Bremner, 2002). Los receptores GABA
han sido muy estudiados para el desarrollo de drogas ansioliticas, ya que la mayoria de estos

farmacos impactan en este receptor (Millan, 2003).

1.1.2 Trastornos de ansiedad
Los trastornos de ansiedad se caracterizan por sentimientos de aprension, inquietud, preocupacion

intensa y esfuerzos conductuales por enfrentarlos (Sarason & Sarason 2006). Las categorias
principales de estos trastornos son las fobias y los ataques de pdnico, el trastorno de estrés

postraumatico, el trastorno obsesivo-compulsivo y la ansiedad generalizada (Wiedmann, 2015).
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Las fobias se caracterizan por la presencia de ansiedad, miedo desproporcionado y una conducta de
evitacién, que son detonados por un estimulo especifico e identificable como, por ejemplo, los
animales, las alturas o los espacios cerrados (Rains, 2004). Los ataques de panico, que consisten en
la aparicién subita de miedo y ansiedad manifestada junto con sintomas como aceleracién del ritmo
cardiaco, dificultad para respirar, mareos, sensacién de desrealizacién y despersonalizacién, no se
consideran como un trastorno mental, pero son parte de los trastornos de ansiedad (Wiedmann,
2015). De la misma manera, en el trastorno de estrés postraumadtico, estan presentes varios
sintomas como son la ansiedad, recuerdos intrusivos y desagradables, malestar animico
significativo, alteraciones importantes de la alerta y reactividad asociada a un estimulo o suceso
traumatico bien definido (Rains, 2004). El trastorno obsesivo compulsivo también se caracteriza por
la existencia de un foco identificable de ansiedad, que consiste en pensamientos, impulsos o
imagenes persistentes y recurrentes que causan ansiedad y malestar, y como estrategia para
neutralizar estas imdagenes, el sujeto presenta las compulsiones, que son comportamientos o actos
mentales repetitivos, los cuales son excesivos y no realistas en relacidn con su objetivo (Rains, 2004).
Por ultimo, el trastorno de ansiedad generalizada, que consiste en presentar una preocupacion
excesiva, ansiedad, y un estado de activacién hacia un estimulo estresor no especifico (Tyrer &

Baldwin, 2006).

En este trabajo nos enfocaremos en la ansiedad generalizada, debido a que en este trastorno la
ansiedad se presenta de manera difusa y no esta presente un foco o estimulo reconocible que

detone la ansiedad, a diferencia de los trastornos antes descritos.

1.1.2.1 Trastorno de ansiedad generalizada
De acuerdo con el Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales versién 5 (DSM-5,

American Psychiatric Association 2014) este trastorno se caracteriza por presentar una ansiedad
excesiva y aprension en relacidn con diversos sucesos o actividades, de tal manera que para el sujeto
le es casi imposible controlar la preocupacion. Este trastorno se identifica cuando no hay un
estimulo especifico que dispare la ansiedad y estan presentes sentimientos crénicos de ansiedad
gue no estdn relacionados con algo en particular. Este trastorno incluye los sintomas de inquietud,
dificultad para concentrarse, irritabilidad, tensién muscular y alteraciones en el suefio (Anderson,

Noyes, & Crowe, 1984).

El trastorno de ansiedad generalizada comunmente se encuentra asociado al consumo de drogas,

entre ellas, el alcohol (Tyrer & Baldwin, 2006)
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1.1.3 Comorbilidad y patologia dual
La comorbilidad se refiere a la presencia de dos o mds trastornos conjuntamente dentro de una

misma categoria de diagndstico o de una categoria diferente (American Psychiatric Association,
2014). Los trastornos de ansiedad comparten sintomas de forma significativa con los trastornos
somatoformes, psicosomaticos, disfunciones sexuales, alteraciones del suefio, alcoholismo y
drogadiccién, de manera que se ha sugerido que la ansiedad es una caracteristica central en casi
todos los trastornos psicopatoldgicos (American Psychiatric Association, 2014; Sandin & Chorot,
2008). De igual manera, se ha reportado que el 90% de los individuos con trastorno de ansiedad
generalizada padecen de otro trastorno psiquidtrico como la depresion u otro trastorno de ansiedad
(Stein, 2001). La comorbilidad de otro trastorno psiquiatrico o psicolégico con el trastorno de
ansiedad generalizada pueden alterar el desarrollo, el diagndstico y el prondstico del individuo con

trastorno de ansiedad generalizada (Noyes, 2001).

1.2 Sueno

Antiguamente el suefio se habia definido como la ausencia de la vigilia o la suspensién de la
capacidad sensorial, en la que las funciones voluntarias dejan de ser operativas y las funciones
involuntarias como la respiracidn no son suspendidas (Lee-Chiong, 2008). Actualmente, el suefio se
define en funcidn de la conducta del sujeto y de los cambios fisiolégicos que ocurren en los

diferentes estados de la actividad cerebral y como un fendmeno activo (Chokroverty, 2011).

El suefio es un estado neurolégico complejo generado por diferentes sistemas neuronales a través
de la utilizacion de varios neurotransmisores, y es regulado de manera homeostatica y circadica

(Lee-Chiong, 2008).

Las caracteristicas conductuales del suefio consisten en la falta de movilidad, presencia de ojos
cerrados, la adopcién de una postura especifica para el reposo, la reduccion de la respuesta a los
estimulos externos y el incremento del tiempo de reaccidn a estos, la inactividad, la elevacién del
umbral para despertar y la reduccién de la actividad cognitiva, que consiste en un estado
inconsciente reversible (Chokroverty, 2011). Los criterios fisioldgicos se basan en datos obtenidos
mediante la polisomnografia, la cual consiste en el registro simultaneo de la electroencefalografia

(EEG), electrooculografia (EOG) y electromiografia (EMG), la videofilmacion de la conducta, ademas
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de otros signos fisioldgicos como son el cambio en el ritmo respiratorio o cardiaco, los movimientos

de las extremidades, flujo de aire y de la temperatura corporal (Lee-Chiong, 2008).

El suefio es esencial para el mantenimiento de un funcionamiento fisiolégico dptimo, y se han

propuesto varias funciones que tiene sobre el organismo:

a)

b)

c)

d)

e)

Funcidn restaurativa y de restablecimiento de los tejidos corporales y cerebrales. Durante
el suefio ocurre la secrecién de hormonas anabdlicas como la hormona de crecimiento, la
prolactina y la testosterona; asi como también se produce también la sintesis de
macromoléculas como acidos nucleicos y de proteinas (Adam, 1980).

Conservacion de la energia. Durante el suefio se facilita la sintesis de las moléculas que
protegen a las neuronas del estrés oxidativo y se eliminan toxinas (Schmidt, 2014; Scharf,
et al., 2008).

Consolidacién de la memoria. La modulacidn de los procesos de memoria se da debido a las
fluctuaciones hormonales y de neurotransmisores que eliminan la informacidn no relevante
y se consolida la memoria a largo plazo, asi como la memoria declarativa y procedimental
(Walker & Stickgold, 2004; Smith, 2001).

Mantenimiento de redes sindpticas y neuronales activadas durante la vigilia (Smith, 1996;
Giuditta et al., 1995).

Limpieza de los desechos del SNC a través del sistema glinfatico. El suefio permite la
eliminacidn de metabolitos neurotéxicos del cerebro que se acumulan durante la vigilia
como la proteina tau, lactato y B-amiloide, la cual es un marcador de la enfermedad de
Alzheimer (lliff etal., 2012). El mecanismo de eliminacién del cerebro depende del
transporte de liquido cerebroespinal, similar al sistema linfatico en tejidos periféricos que
también dependen de la glia. Este sistema consiste en vias perivasculares por las que el
liquido cerebroespinal entra al parénquima cerebral y se mezcla con el liquido intersticial
para salir del cerebro a través del drenaje venoso (Abbott et al., 2018). La actividad glinfatica
es minima durante la vigilia, pero alta durante el suefio de ondas lentas y en el estado de
anestesia, en los que existe una actividad eléctrica de baja frecuencia (<0.5-4 Hz) (Hablitz
et al., 2019). Debido a esto, ha sugerido recientemente que el sistema glinfatico tiene un
papel importante en la regulacién homeostatica del suefio, ya que presenta una mayor
actividad durante una densidad de actividad delta (<0.5-4 Hz) durante el suefio de ondas

lentas, lo cual es un indicador de la presidon del suefio (Hauglund et al., 2020).
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El sueiio se divide en dos tipos, el suefio sin movimientos oculares rapidos o también conocido como
suefio de ondas lentas (SOL), y el suefio con movimientos oculares rapidos (MOR). En humanos, el
SOL se divide en tres fases, denominadas N1, N2 y N3 (Chokroverty, 2011), con caracteristicas

electroencefalograficas diferentes que son:

e Fase N1 se caracteriza por una disminucién de la frecuencia EEG hacia ritmo theta de 4-8 Hz
en donde hay un ligero umbral para despertar.

e Fase N2 se presentan los husos del suefo, que son breves disparos simultaneos con una
frecuencia de 12-14 Hz y los complejos K, que son ondas agudas y repentinas que ocurren 1
vez por minuto.

e Fase N3 se caracteriza por un predominio de actividad EEG lenta de 0.5-4 Hz (banda delta)

gue se acompania de un alto umbral para despertar (Berry et al., 2017).

Las tres fases del SOL son seguidas del suefio MOR, donde hay una transicidon hacia una actividad
desincronizada, en la que esta presente una actividad beta en la corteza cerebral (12-30 Hz), ritmo
theta en el hipocampo (4-8 Hz), atonia muscular y movimientos oculares rapidos. La actividad
cerebral durante el suefio MOR es similar a la actividad observada durante la vigilia (Berry et al.,
2017), por lo que Michael Jouvet lo denomind como suefio paraddjico, con una actividad cortical

similar a la de la vigilia, pero con la presencia de atonia muscular (Jones, 2018).

La vigilia se caracteriza por un predominio de ritmo alfa (8-13 Hz) mezclado con una pequefia
cantidad de ritmo beta (>13 Hz) y ritmo theta (4-8 Hz). Este estado se puede acompaiiar de
movimientos oculares verticales, horizontales y oblicuos, tanto lentos como rapidos (Chokroverty,

2011).

Normalmente, un sujeto adulto tendra de 3 a 5 ciclos de suefio SOL-MOR que se presentan cada 90
min durante la noche, en la cual las fases N2 y N3 son mas prominentes en la primera mitad de la
noche y en cada ciclo el suefio MOR se produce un alargamiento progresivo desde 9 hasta los 25
minutos en el ultimo episodio de suefio MOR (Kandel, 2001). Para conocer de manera objetiva la
distribucién de los ciclos de suefio SOL-MOR, se utilizan los hipnogramas, los cuales son

representaciones graficas de la sucesion de las etapas del suefio durante la noche (véase Figura 3).

26



Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5

Vigilia l-
— MOR- ' ‘
N1 -
N2 1 |
N3 ;
11pm 12;)m 1;m 2a'm Sa,m 4a;m Sz;m 6a'm 7a;n

Figura 3. Hipnograma de los ciclos de sueiio en humanos. Durante la primera mitad de la noche
existe un predominio suefio SOL y durante la segunda mitad de la noche hay un predominio de

suefio MOR. Modificado de Lee-Chiong (2008).

En el caso de animales mamiferos pequeios, el suefio es polifasico, es decir, el animal presenta
varios ciclos de suefio durante el ciclo circadico, teniendo un predominio de estos en las fases de luz
o de oscuridad (Nicolau et al., 2000). Para el estudio del suefio en la rata, generalmente sélo se
considera el suefio MOR y el SOL sin la subdivisién de sus etapas, esto con el objetivo de simplificar
la caracterizacion de su suefio (Simasko & Mukherjee, 2009). Las ratas, tienen un sueio polifasico,
y siendo un animal nocturno, tienen un predominio de los episodios de suefio en la fase de luz,
mientras que en la fase de oscuridad tienen episodios de vigilia de mayor duracién como se muestra

en el hipnograma de la Figura 4 (Simasko & Mukherjee, 2009).

Suefio MOR

S wh L

Figura 4. Hipnograma del ciclo suefio-vigilia de una rata Sprague-Dawley. En la porcidn
sombreada que representa a la fase de oscuridad, que es la fase de actividad de la rata, se
observa un predominio de la vigilia, mientras que en la porcién iluminada que representa a la
fase de luz, que es la fase de reposo de las ratas, los ciclos de suefio son mas frecuentes y hay
un menor numero de despertares prolongados, lo que indica un predominio del suefio.

Modificado de Simasko & Mukherjee (2009).
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Al igual que en los humanos, las ratas también tienen actividad polisomnografica que caracteriza a
la vigilia y a los diferentes tipos de suefio. En la vigilia esta presente una actividad cortical rapida de
12-30 Hz y de baja amplitud, actividad muscular y movimientos oculares que dependen de la
conducta del animal (Gottesmann, 1992). Durante el SOL existe una actividad EEG mas lenta de 0.5
a 4 Hz, que corresponde a la actividad delta, hay movimientos oculares oscilatorios y de balanceo
lento y una disminucion del tono muscular. Por ultimo, en el sueiio MOR estd presente una actividad
EEG de 4-8 Hz en el hipocampo, correspondiente a la actividad theta, movimientos oculares rapidos

y atonia muscular (Gottesmann, 1992).

El suefio obedece a dos principales procesos: el proceso circadiano (proceso C) y al proceso
homeostatico (proceso S). El proceso C se refiere a la regulacién del suefio a partir de nichos
temporales exdgenos o Zeitbergs (Dijk, 2013), los cuales también regulan la secrecién de hormonas,
el aumento de la temperatura corporal y otros procesos metabdlicos con una duracion ciclica de
~24 h (Krueger et al., 1999). La transicién de la fase de oscuridad a la fase de luz un de los Zeitbergs
mas importantes (Lee-Chiong, 2008). Por otra parte, el proceso S se caracteriza por la presién del
suefio, que se refiere a la necesidad de conciliar el suefio después de un periodo prolongado de
vigilia (Lee-Chiong, 2008). Los procesos Cy S actian de manera coordinada, ya que después de un
periodo de reposo, la presion del suefio es minima y la luz solar de la mafiana aumenta el estado de
alerta; sin embargo, a lo largo del dia aumenta la presién del suefio y la activacion y el estado de
alerta de organismo comienza a reducirse por la tarde en la que la ocurre la transicion a la fase de
oscuridad (Kandel, 2001). La cantidad y eficiencia del suefio puede modificarse con la alteracion de
alguno de estos procesos, por ejemplo, el desfase en el horario del ciclo de luz-oscuridad, o la
privacion del sueifo producen cambios en su arquitectura y duracién, que a su vez aumenta la
probabilidad de desarrollar alguna patologia fisica o mental, malestar general, irritabilidad, fatiga,
dificultades para concentrarse, sintomas depresivos y ansiedad en los sujetos, ademas de aumentar
su probabilidad de fumar o de consumir alcohol e incluso de desarrollar sindrome metabélico (Strine

& Chapman, 2005).

1.2.1 Fisiologia del suefio
El suefio no es un estado unitario, sino es un continuo de varios estados mixtos. El inicio y

mantenimiento del suefio MOR y SOL es un proceso activo especifico de ciertos grupos neuronales
gue forman una red localizada en el mesencéfalo caudal, el puente de Varolio, y en regiones de la

corteza cerebral (Datta & Maclean, 2007; Saper et al., 2001). Estudios con lesiones en animales,
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estudios clinicos en humanos y registros de células individuales han servido para conocer la

localizacion y funcidn de algunas dreas primordiales involucradas en el inicio, regulacién vy

mantenimiento del suefio y de la vigilia (Datta & MacLean, 2007).

1.2.1.1 Sistemas promotores y de mantenimiento de la vigilia
En mamiferos existen varios sistemas que promueven la vigilia, la activacion individual de estos

sistemas contribuye de manera especifica para mantener el estado de la vigilia.

a)

b)

c)

Neuronas noradrenérgicas localizadas en el locus coeruleus. Estas tienen proyecciones
directamente hacia la corteza cerebral, el hipocampo, la amigdala y otras areas
subcorticales como el talamo, el hipotdlamo y el mesencéfalo basal. La activacién de estas
células estd involucrada en la activacién cortical y en los signos conductuales de la vigilia, ya
que el nivel de disparo maximo de estas células se da durante la vigilia activa, se reduce en
la vigilia quieta y en el SOL, deteniéndose completamente durante el suefio MOR (Aston-
Jones et al., 1986). Ademads, se ha comprobado que estas células responden a estimulos
excitadores externos al incrementar su frecuencia de disparo. Previo a los signos fisioldgicos
y conductuales de la vigilia, la actividad del locus coeruleus se incrementa, lo que sugiere
que estas células pueden anticipar los despertares espontdneos (Aston-Jones & Bloom,
1981). Por lo tanto, una activacion o inactivaciéon de las neuronas del locus coeruleus
resultan en un incremento o decremento de la vigilia, respectivamente. También se ha
sugerido que en condiciones de estrés la activacién de estas células es critico en la
generacién de una activacién interna que promueve e intensifica la vigilia (Aston-Jones &
Bloom, 1981).

Neuronas serotoninérgicas en el nucleo del rafé dorsal. Estas neuronas también tienen
proyecciones hacia la corteza cerebral, amigdala, hipocampo, tidlamo, hipotalamo vy
mesencéfalo basal (Aghajanian et al., 1978). Se ha reportado que estas células tienen el
rango de disparo mas alto durante la vigilia, se reduce durante el SOL y cesa por completo
en el suefio MOR. Por lo tanto, con base en este patron de descarga, se ha sugerido que
estas células promueven la vigilia, pero no pueden predecir las transiciones del suefio a la
vigilia como las neuronas noradrenérgicas, y que por lo tanto no pueden ser las causantes
de la activacidn cortical ni de la promocion de la vigilia, pero pueden ser responsables para
el mantenimiento de esta (Datta et al., 1987).

Células colinérgicas del tegmento pedunculo pontino y del tegmento dorsolateral. Estas

células tienen proyecciones directas a varias areas subcorticales, pero no inervan
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d)

e)

f)

g)

directamente a la corteza cerebral. La activacién de estas células promueve la vigilia al
activar los sistemas tdlamo-cortical, hipotalamo-cortical, basal-cortical, el nucleo
supraquiasmatico y amigdalino, que son sistemas promotores de la vigilia del mesencéfalo
(Datta & MacLean, 2007). Estas células estan implicadas en varias conductas promotoras de
la vigilia como lo son la atencidn, el procesamiento sensorial y el aprendizaje (Fibiger, 1991).
Neuronas glutamatérgicas en la formacion reticular del mesencéfalo. Estas neuronas estan
mas activas durante la vigilia que en el SOL. El incremento del rango de disparo de estas
células precede a la aparicion de la activacién EEG de la transicién conductual espontdnea
del suefio NMOR a la vigilia (Datta & MacLean, 2007).

Neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta y del area tegmental
ventral. Estas neuronas tienen un incremento en la frecuencia de disparo asociado a un
estado de alerta. Las concentraciones extracelulares de dopamina son mas elevadas
durante los periodos de vigilia. Esto sugiere que la liberacién de dopamina estimula la
activacidn central del organismo (Smith, Olson, & Justice Jr., 1992).

Células histaminérgicas en el hipotdlamo posterior y en el ntcleo tuberomamilar. Estas
células tienen proyecciones difusas a diferentes partes del cerebro, incluyendo la corteza
cerebral y las estructuras promotoras de la vigilia en el tallo cerebral y en el mesencéfalo.
Las neuronas histaminérgicas estimulan la vigilia conductual a través de proyecciones hacia
los sistemas promotores de la vigilia tdlamo-corticales y basal-cortical. La mayoria de estas
neuronas estdn mayormente activas durante la vigilia, cesan su actividad durante en el
suefio y reanudan su actividad antes de despertar, lo que sugiere que estas células
promueven la vigilia (Takahashi, Lin, & Sakai, 2006).

Las neuronas orexinérgicas en el hipotalamo lateral. Estas neuronas tienen proyecciones
difusas en el sistema nervioso central. Los niveles mas altos de orexinas se dan durante la
vigilia, especialmente durante periodos de actividad motora. Por lo tanto, estas neuronas
pueden ser promotoras de la vigilia al excitar sistemas primarios promotores de la vigilia del
cerebro como lo son el tegmento pedunculo pontino, el locus coeruleus, el nucleo del rafé
dorsal, la formacion reticular mesencefélica, el area ventral tegmental y el nucleo

tuberomamilar (Bayer et al., 2001).
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Corteza
Talamo

HL (OX)

FRM (GLU)

NSQ (GLU)
PPT/TDL (ACh)
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AVT/SNc (DA)

NRD (5-HT)

LC (NA)

Figura 5. Sistemas generadores y reguladores de la vigilia. Nucleos desde el tallo cerebral y el
mesencéfalo basal promueven y mantienen la vigilia a través de proyecciones ascendentes que
pasan por el tdlamo hasta la corteza cerebral. Las proyecciones ascendentes desde el tallo
cerebral que sintetizan acetilcolina (ACh) en el tegmento peduinculo pontino (PPT) y en el
tegmento dorso lateral (TDL) junto con las noradrenérgicas (NA) del locus coeruleus (LC),
serotoninérgicas (5-HT) del nucleo del rafé dorsal (NRD) y las glutamatérgicas (GLU) de la
formacidn reticular mesencefélica (FRM) que activan la red tdlamo-cortical, ademas de las
proyecciones dopaminérgicas (DA) del area tegmental ventral (ATV) y de la sustancia nigra pars
compacta (SNc). Otros nucleos histaminérgicos (Hist) del ndcleo tuberomamilar (NTM) vy
colinérgicos (ACh) del prosencéfalo basal (PB), ademas de las células GLU del nucleo
supraquiasmatico (NSQ) y del hipotalamo lateral (HL) tienen conexiones a la corteza cerebral,
los cuales son responsables de la activacidn cortical durante la vigilia. La activacion de estas
regiones esta regulada por la actividad orexinérgica (OX) del hipotalamo lateral (HL), y esta

actividad cesa o desaparece durante el suefio. Modificado de Datta y MacLean (2007).

Las células del nucleo supraquiasmatico, también conocido como reloj bioldgico principal, tienen un
mayor nivel de activacidon durante la vigilia, por lo que se ha propuesto que ésta es un drea
promotora de la vigilia (Datta & MaclLean, 2007). También las neuronas en la corteza prefrontal,
especialmente en las regiones dorsales como la corteza cingulada anterior que esta asociada con

conductas motoras; y en las regiones ventrales como la corteza prelimbica e infralimbica que estan
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asociadas con procesos emocionales, cognitivos y de memoria, al tener una hiperactividad pueden

incrementar la vigilia al prevenir el inicio del suefio (Datta & MacLean, 2007).

Este sistema de nucleos neuronales también contribuye en la generacion del SOLy del suefio MOR,
al ser inactivados por medio de un mecanismo de “sube y baja” en el que participan principalmente

neuronas GABAérgicas y orexinérgicas (Brown et al., 2012).

1.2.1.2 Sistemas promotores y de mantenimiento del suefio de ondas lentas
El suefio de ondas lentas es considerado como el estado de menor actividad cerebral, en el cual las

respuestas a estimulos externos por las neuronas sensoriales del tdlamo se suspenden (Datta &
MaclLean, 2007). Las regiones del area predptica del hipotdlamo como el area ventro-lateral o la

medial son las responsables en la generacion del SOL (John et al., 1994).

Las neuronas del drea predptica del hipotdlamo activas durante el sueiio contienen en su mayoria
GABA y galanina (Gottesmann, 2002). Estas células inervan a la mayoria de las areas promotoras de
la vigilia, incluyendo el nucleo tuberomamilar, el hipotalamo lateral, el locus coeruleus, el nucleo
del rafé dorsal y el tegmento pedidnculo pontino, por lo tanto, es posible que un incremento en la
actividad en estas neuronas en el drea predptica del hipotdlamo pueda liberar GABA hacia estas
areas promotoras de la vigilia e inhibir su tono de disparo (Brown et al., 2012; Datta & MacLean,
2007). El GABA puede influir en estas areas de dos maneras: al activar los receptores de GABA o al
inhibir los neurotransmisores presinapticos necesarios para activar a las células promotoras de la

vigilia (Gottesmann, 2002).
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Figura 6. Sistemas encargados de la generacion y mantenimiento del suefo de ondas lentas.
Las neuronas del drea predptica medial que sintetizan GABA vy galanina (Gal), suprimen la
actividad de los nucleos promotores de la vigilia como la corteza prefrontal (area sombreada
en morado), el nucleo supraquiasmatico (NSQ), el prosencéfalo basal (PB) y el drea ventral
tegmental (AVT), la sustancia nigra pars compacta (SNc) y la formacion reticular mesencefilica
(FRM), promoviendo asi el suefio de ondas lentas. HL=hipotdlamo lateral, PPT=tegmento
pedunculo pontino, TDL= tegmento dorsal lateral, LC=locus coeruleus, NRD= nucleo del rafé

dorsal, NTM=nucleo tuberomamilar. Modificado de Datta y MacLean (2007).

El péptido de la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH) también puede ser
inductor de SOL. Estudios en ratas han reportado que los niveles mas altos de GHRH ocurren durante
el periodo de luz, que es cuando las ratas tienen una mayor cantidad de SOL, y hay una reduccién
importante durante el periodo de oscuridad cuando las ratas tienen una mayor cantidad de vigilia
(Brown et al., 2012). Ademas, se ha demostrado que los niveles de GHRH en el hipotdlamo estan
mas elevados después de la privacién del suefio. Para la induccién del SOL, el GHRH se libera al area
predptica del hipotalamo y se une a los receptores de GHRH para activar las células GABAérgicas en

el area predptica del hipotalamo (Datta & MaclLean, 2007).
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1.2.1.3 Sistemas promotores del suefio MOR
A diferencia del suefo de ondas lentas, la regulacidon del suefio MOR es mas compleja. En un

principio, Hobson y cols., en 1975 propusieron el modelo de interaccién reciproca para explicar la
regulacion del suefio MOR. En este modelo se propone que dos grupos de neuronas en la porcion
mesopontina interactian de una manera reciproca produciendo la alternancia ultradiana del SOLy
MOR en mamiferos (Hobson et al., 1975). Estudios posteriores han confirmado que existen células
colinérgicas promotoras del suefio MOR en el tegmento pedunculo pontino y en el tegmento dorsal
lateral, las cuales son excitadas postsindapticamente por la activacién de receptores colinérgicos.
Ademas, existen proyecciones de estos nucleos colinérgicos hacia la formacién reticular del tallo
cerebral, especificamente a la formacidn reticular pontina, la cual estd involucrada en la generacién
de las caracteristicas fisiolégicas del suefio MOR como lo son la atonia muscular, los movimientos
oculares rapidos y la actividad electroencefalografica de alta frecuencia y de bajo voltaje (McCarley,

2007).

Contrariamente, existen células aminérgicas inhibitorias del suefio MOR, las cuales son
noradrenérgicas y serotoninérgicas localizadas en el locus coeruleus y en el nucleo del rafé dorsal
respectivamente; ademads de células histaminérgicas en el hipotdlamo posterior y en el nucleo
tuberomamilar, las cuales son inhibidas postsinapticamente por la activacion de receptores
noradrenérgicos y serotoninérgicos (Hobson et al. 1975). Estas células aminérgicas son activadas

ténicamente por las orexinas del hipotdlamo lateral (McCarley, 2007).
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Figura 7. Estructuras cerebrales reguladoras del suefio con movimientos oculares rapidos. Las
neuronas colinérgicas del tegmento pedunculo pontino (PPT) y del tegmento dorsal lateral
(TDL) promueven el suefio MOR, mientras que sus proyecciones a la formacién reticular del
tallo cerebral producen sus caracteristicas fisiolégicas. Las neuronas aminérgicas del nucleo del
rafe dorsal (NRD) y del locus coeruleus (LC) promueven la vigilia al ser activadas por las orexinas
del hipotalamo lateral (HL). La alternancia de la activacion de los grupos colinérgicos y
aminérgicos esta mediada por la actividad GABAérgica del drea predptica medial (lineas
punteadas). FRM=formacion reticular mesencefdlica, AVT=adrea ventral tegmental,
SNc=sustancia nigra pars compacta, NTM=nucleo tuberomamilar, PB=prosencéfalo basal,

NSQ=nUcleo supraquiasmatico. Modificado de Saper, Chou, & Scammell (2001).

La actividad de los sistemas aminérgicos y colinérgicos es muy similar durante la vigilia y al inicio del
SOL. Durante la vigiliay en el SOL la proporcidn de los neurotransmisores colinérgicos y aminérgicos
es 1:1; pero al inicio del suefio MOR la actividad de las células aminérgicas se reduce
significativamente y hay un aumento en la actividad de las células colinérgicas (Hobson, McCarley,

& Wyzinski, 1975).

Para la regulacion de este sistema de interaccion reciproca, existe una inhibicidn reciproca entre el

area predptica medial y los nucleos aminérgicos (Brown et al., 2012). Cuando las neuronas del area
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predptica disparan de manera rapida y continua durante el suefio, inducen la inhibicion de los
nucleos aminérgicos, lo que a su vez produce un aumento de la actividad colinérgica, manteniendo
asi el estado de sueiio. Al mismo tiempo el area predptica produce inhibicion a través de activacién
GABAérgica sobre las neuronas orexinérgicas del hipotdlamo, las cuales son promotoras de la vigilia,
al tener inervaciones a los nucleos aminérgicos y a las areas promotoras de la vigilia (Saper et al.,
2001). Cuando los nucleos aminérgicos estan activos durante la vigilia por accidn de las orexinas en
el hipotalamo lateral, estos inhiben la actividad del area predptica y de los nucleos colinérgicos,

manteniendo asi el estado de vigilia (Datta & MacLean, 2007).

A esta interaccidn reciproca se le conoce como “sube y baja”, es decir, cuando el sujeto esta
despierto hay una actividad robusta y constante de los nucleos aminérgicos promotores de la vigilia,
en donde estdn presentes neuronas “REM-off”, y una inhibicion de los nucleos colinérgicos
promotores del suefio MOR; contrariamente, cuando el sujeto estd dormido hay una inhibicién de
los nucleos aminérgicos y una actividad robusta y constante de los nucleos colinérgicos con
presencia de neuronas “REM-on”, las cuales estan activas sélo durante el suefio MOR (McCarley,

2007).
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“REM-off”

Vigilia Suefio MOR Vigilia A Suefio MOR
Figura 8. Modelo sube y baja para las transiciones a suefio con movimientos oculares rapidos.
A) En el sueiio con movimientos oculares rapidos (MOR), la actividad de los ntcleos colinérgicos
tegmento pedunculo pontino (TPP) y el tegmento dorsal lateral (TDL) que contienen neuronas
“REM-on” sobrepasa a la actividad de los nucleos aminérgicos promotores de la vigilia que son
el nucleo del rafé dorsal (NRD), el locus coeruleus (LC) y el nicleo tuberomamilar (NTM), los
cuales junto con el hipotalamo lateral (HL) estan siendo inhibidos por accion GABAérgica y
galaninérgica del area predptica medial (APM). B) En el estado de vigilia existe un predominio
en la actividad de los nucleos histaminérgicos NRD, LC y NTM, los cuales contienen neuronas
“REM-off” y son excitados por proyecciones orexinérgicas del HL, lo que al mismo tiempo
inhiben la actividad del area predptica medial y de los nucleos promotores del suefio con

movimientos oculares rapidos (MOR). Las lineas punteadas representan un efecto inhibitorio.

Modificado de Hobson (1975).

Este modelo crea un circuito de retroalimentacién estable que sélo permite dos estados: activacion-
inhibicidon. Los patrones de activacién de este sistema “sube-baja” son auto-reforzadores, tal que
no permiten la transicion de un estado a otro, sino que hay una transiciéon de los estados que
dependen de los factores homeostaticos y circadicos del ciclo suefio-vigilia (Saper, Chou, &

Scammell, 2001; McCarley, 2007).
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Figura 9. Modelo de interaccion reciproca entre las regiones cerebrales promotoras del suefio
y de la vigilia. Los nucleos aminérgicos promueven la vigilia a través de la excitacion directa de
la corteza cerebral y a través de la inhibicién de las neuronas promotoras de suefio en el nucleo
predptico ventrolateral (NPOVL). Durante el suefio con movimientos oculares rapidos, el
NPOVL inhibe las regiones promotoras de la vigilia mediante de proyecciones GABAérgicas y
galaninérgicas (Gal). La mayoria de las proyecciones del nucleo tuberomamilar (NTM) se
originan en el NPOV, mientras que las proyecciones del locus coeruleus (LC) y del rafé dorsal
(RD) se originan en la porcion extensa del NPOV (NPOVLe). EL NPOVLe promueve el suefio con
movimientos oculares rapidos al desinhibir a las neuronas promotoras del tegmento pedunculo
pontino (TPP) y el tegmento dorsal lateral (TDL). Las neuronas orexinérgicas (ORX) estabilizan
el estado conductual de vigilia al incrementar la actividad de las neuronas aminérgicas (Hist), lo
gue mantiene la inhibicién de las neuronas promotoras del suefio con movimientos oculares
rapidos en el TPP y el TDL. Las vias inhibitorias estan mostradas en rojo y las excitadoras en
verde. Los nucleos colinérgicos estan mostrados en azul y los aminérgicos en verde. Las lineas
punteadas negras indican la influencia de las regiones especificas en los estados conductuales

del suefio y de la vigilia. Modificado de Saper, Chou, & Scammell (2001).
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1.3 Consumo de alcohol
El consumo de alcohol es el tercer factor de riesgo mas grande para varias enfermedades vy

discapacidades a nivel mundial, y que de acuerdo con el reporte del 2018 de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), es el primer factor de riesgo en paises en vias de desarrollo (Horseman & Meyer
2019). Ademas, casi el 4% de muertes a nivel mundial pueden atribuirse a su consumo, y esta
asociado a varios problemas sociales que incluyen la generacion de violencia, abuso y descuido

infantil, accidentes automovilisticos y ausentismo laboral (World Health Organization, 2018).

A nivel global, la incidencia en el consumo de alcohol en la poblacién mayor de 15 afios de edad es
de 30% (OMS, 2018); mientras en México la prevalencia de consumo de alcohol es del 49.1% en
sujetos de 12 a 65 afios de edad, de la cual un 2.2% de la poblaciéon tiene dependencia al consumo

de alcohol (Encuesta Nacional de Adicciones, ENCODAT, 2017).

Existen diferentes patrones en el consumo de alcohol, los cuales estan determinados por la
frecuencia del consumo, la dosis de alcohol ingerida, y el contexto del consumo. Si bien se ha
reportado que a menor frecuencia del consumo de alcohol existe menos probabilidad para
desarrollar la dependencia al alcohol, de sufrir algun tipo de accidente o adquirir alguna patologia
como cirrosis hepatica, es importante relacionar los factores de la dosis de alcohol ingerida y el
contexto social en el que se da el consumo (Antai et al., 2014). Tomar diariamente un trago estandar
con 14 g de etanol que equivalen a una cerveza, una copa de vino, o bien, a 45 ml de destilados
durante la ingesta de alimentos producen efectos ansioliticos, facilita el suefio y protege contra
enfermedades cardiovasculares (Mcelduff & Dobson, 1997). Sin embargo, sobrepasar esta dosis
estandar puede producir la tolerancia al alcohol y contribuir a desarrollar dependencia al alcohol
(Galandra et al., 2018). Por otra parte, la ingesta de grandes cantidades de alcohol en un periodo
reducido, conocido como “binge drinking” o borrachera, también puede ser dafino, inducir

tolerancia y desarrollar dependencia al alcohol (Antai et al., 2014).

7

Es importante remarcar que en algunos individuos con un patrén de consumo “binge drinking
pueden no desarrollar dependencia al consumo al alcohol, conservar el control sobre la cantidad y
la frecuencia del consumo, ademds de que no presenta problemas en areas del funcionamiento
interpersonal, laboral o de la salud (Erdozain & Callado, 2014). En cambio, existen individuos que
presentan una mayor sensibilidad al alcohol y pueden desarrollar dependencia a su consumo, con
una pérdida de control en la cantidad y la frecuencia del consumo de alcohol, ademas de producir

problemas significativos en dareas del funcionamiento interpersonal y laboral del individuo,
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ocasionar problemas a la salud y contribuir en el desarrollo de un trastorno por consumo de alcohol,
el cual incluye el desarrollo de una alteracidn crénica del suefio, un incremento en la probabilidad
de desarrollar cirrosis hepatica, enfermedades cardiovasculares, pancreatitis y cancer, e incrementa

el riesgo de morir en accidentes o por causas violentas (Connor, Haber, & Hall, 2015).

De acuerdo con la quinta versidon del Manual Diagndstico y Estadistico de Trastornos Mentales
(DSM-V de la American Psychiatric Association, 2013), la dependencia al alcohol se define como un
patrén desadaptativo de consumo de alcohol que conlleva a un deterioro clinicamente significativo
durante un periodo continuo de 12 meses, y en donde se desarrolla tolerancia al consumo de alcohol
y, con la suspensidon del consumo, el sindrome de abstinencia; ademds de que el individuo
incrementa su consumo de alcohol para evitar o aminorar los sintomas de la abstinencia, e invierte
una mayor cantidad de tiempo en la blsqueda y en el consumo de alcohol, descuidando sus

actividades regulares cotidianas (American Psychiatric Association, 2013).

Existen varios factores que influyen en el desarrollo de la dependencia al alcohol, entre los cuales
se incluyen el patrén de consumo, una alta frecuencia de consumo junto con la ingesta de dosis altas
de alcohol que interactuan con factores psicobioldgicos como la sensibilidad al alcohol, en la cual se
desarrolla la tolerancia al consumo asi como de un agravamiento de los sintomas aversivos del
sindrome de abstinencia después de la suspension del consumo de alcohol (Becker, 2009), factores
genéticos (Gaviria et al., 2016), fatores psiquiatricos como la presencia de un trastorno del estado
del animo como la ansiedad y la depresiéon (Kushner etal, 2000), o algin otro trastorno
psiquiatricos como un trastorno del suefio (Brower et al., 2001), ademas de factores conductuales

y psicosociales (Keyes et al., 2011).

1.3.1 Efectos de la ingesta de alcohol en la ansiedad
Los individuos con un trastorno de ansiedad son mas propensos a desarrollar dependencia al

consumo de alcohol, que a sélo abusar en su consumo, y esto puede deberse a que el consumo de
alcohol se hace con el fin de aminorar los sintomas de la ansiedad (Smith & Randall, 2012). Esta
comorbilidad dificulta el éxito del tratamiento, ya que el trastorno por consumo de alcohol afecta
negativamente al trastorno de ansiedad y viceversa (Smith & Randall, 2012), de manera que un

trastorno exacerba al otro.

1.3.2 Efectos de la ingesta de alcohol en el suefio
Los trastornos del suefio consisten en una alteracién importante y grave del suefio, cuyos sintomas

aparecen durante o después de la intoxicacion, incluso después del periodo de abstinencia (Kushner
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et al., 2000). En este caso, el alcohol es el causante directo de los sintomas de malestar, es decir, no
existian alteraciones del sueno en el sujeto previo al inicio del consumo de alcohol. Las principales

alteraciones en el suefio producidas por el consumo de alcohol son:

e Insomnio: Consiste en la dificultad para conciliar o mantener el suefio, acompafiado de
despertares nocturnos frecuentes, y subjetivamente el sujeto reporta un suefio no
reparador (Brower et al., 2001).

e Somnolencia diurna: Existe un predominio de somnolencia excesiva o fatiga durante las
horas de vigilia (Ebrahim et al., 2013).

e Parasomnias: Incluyen la presencia de comportamientos anormales durante el suefo
(Ebrahim et al., 2013).

e Alteraciones mixtas: Incluyen la presencia de diversos tipos de sintomas del suefio, pero sin

predominio claro de ninguno de ellos (Conroy & Arnedt, 2014).

Las alteraciones en el suefo difieren de la etapa del consumo de alcohol en la que se encuentra el
sujeto. Durante la intoxicacidn, hay una disminucidn de la latencia de suefo, un aumento del tiempo
total de suefio, pero de baja eficacia; mientras que durante los periodos de abstinencia hay un
aumento de la latencia de suefio, una disminucién del tiempo total de suefio y un aumento de su

eficacia (Conroy & Arnedt, 2014).

Los efectos de la intoxicacion por alcohol en el suefio son dependientes de la dosis ingerida. En
humanos, la ingesta moderada, 1-2 copas (0.5 mg/Kg), produce un incremento del suefio MOR,
aumenta la latencia a suefio MOR y reduce el SOL en su etapa N3. Dosis moderadas de alcohol, 2-4
copas (0.74 mg/Kg), asi como dosis elevadas, con mas de 4 copas (>0.74 mg/Kg), producen una
reduccion del suefio MOR (MacLean & Cairns, 1982). Todas las dosis anteriores producen una
reduccion de la latencia de suefio y aumentan el SOL Unicamente durante la primera mitad de la
noche (Ebrahim et al., 2013; Garcia & Salloum, 2015). Ademas, se ha reportado que la ingesta de
alcohol produce un incremento de ronquidos y exacerba la apnea obstructiva del suefio, lo que a su

vez deteriora la eficacia del suefio (Garcia & Salloum, 2015).

Cabe mencionar, que las alteraciones en el suefio MOR se consideran también como un factor
importante para la recaida en el consumo de alcohol (Brower, 2015). Esto indica que, a pesar de las

propiedades somniferas del alcohol durante un consumo agudo, el consumo de alcohol afecta de
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manera importante los sistemas de neurotransmisores que regulan el ciclo suefio-vigilia (Conroy &

Arnedt, 2014), lo que produce alteraciones ulteriores.

1.3.3 Neurobiologia del alcohol
La ingesta de alcohol produce cambios en varias funciones cerebrales, afectando a varias vias

neurales y sistemas de neurotransmisores (Moussas et al., 2009).

Primeramente, el alcohol es metabolizado en el higado por dos enzimas, que lo convierten en acido

acético (Lieber, 1984):

a) La enzima alcohol-deshidrogenasa (ADH) y el sistema de oxidacién microsomal (MEQS)
metaboliza el alcohol en acetaldehido.

b) Laaldehido deshidrogenasa (ALDH) transforma el acetaldehido en acido acético.

El alcohol atraviesa la barrera hematoencefdlica e interactia con varios sistemas de
neurotransmisores, produciendo una gran variedad de efectos conductuales y fisiologicos de
manera dosis-dependiente. El alcohol actua principalmente sobre los sistemas de inhibicién y
excitacion del sistema nervioso central, el sistema GABAérgico y glutamatérgico. En general, el
efecto del etanol en estos dos sistemas consiste en aumentar la acciéon del GABA y antagonizar la
actividad del glutamato, actuando entonces como un depresor del sistema nervioso central
(Erdozain & Callado, 2014); aunque también produce efectos importantes en otros sistemas de
neurotransmisores involucrados en los procesos de adaptacién y desarrollo de la dependencis,
como lo son el sistema dopaminérgico, serotoninérgico, y el sistema de opioides enddgenos

(Erdozain & Callado, 2014; Moonat et al., 2010; Diamond & Gordon, 1997).

1.3.3.1 Sistema GABAérgico
El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central. El alcohol actua

principalmente sobre el receptor GABA,, el cual es un receptor ionotrépico compuesto por cinco
subunidades (2 subunidades a, 2 subunidades B y una subunidad y) que forman un canal en la
membrana celular permeable al ion cloro. Varias sustancias, como el alcohol, se acoplan a diferentes
partes del receptor, ya sea en la regidn extracelular o en el dominio que forma el canal, modulando

la actividad del mismo (Grobin et al., 1998).
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Figura 10. Receptor GABA,. Este receptor ionotrdpico es un heterodimero formado por dos
subunidades o, dos B y una vy, entre las cuales se encuentran los sitios de unidén a barbitdricos,
benzodiacepinas, neuro esteroides y etanol. El receptor también funciona como un canal
permeable al ion cloro, cuyo flujo esta regulado por el GABA. Modificado de Grobin y cols.

(1998).

La activacion de este receptor produce la apertura del canal, permitiendo el flujo de iones de cloro
al interior de la célula, lo que produce una hiperpolarizacidon de la membrana, y como consecuencia
de esto, existe un decremento en la excitabilidad de las neuronas (Kumar et al., 2009). La ingesta
cronica de alcohol y la repeticion de varios periodos de abstinencia produce adaptaciones de las
funciones del receptor GABA,, lo que resulta en una reduccion de la sensibilidad de las respuestas
mediadas por este receptor, produciendo los efectos sedativos, incoordinacién motora y déficits
cognitivos asociados al consumo del alcohol (Erdozain & Callado, 2014). Estas adaptaciones del
receptor GABAA son importantes en el incremento de la excitabilidad caracteristica de la abstinencia

(Grobin et al., 1998).

Por otro lado, el receptor GABAg, es un receptor metabotrépico transmembranal ligado a canales
de potasio y calcio a través de su acople a proteinas G, al ser activados producen una inhibicién de
los canales catidnicos, produciendo una hiperpolarizacién de la membrana y un subsecuente
decremento de la excitabilidad neuronal (Erdozain & Callado, 2014). El alcohol aumenta las
respuestas sinapticas del receptor GABAg, lo que puede ser responsable de los estados mentales
alterados y al entorpecimiento de la actividad motora en sujetos en la fase de intoxicacidon aguda

(Erdozain & Callado, 2014).
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1.3.3.2 Sistema glutamatérgico
El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del cerebro, y tiene un papel importante en

los efectos farmacolégicos del alcohol. El alcohol actua principalmente sobre receptores
ionotrépicos de glutamato, especificamente el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), el cual esta
compuesto por cuatro subunidades que forman un canal catidnico (Dodd et al. 2000). La activacion
de este receptor produce un incremento en la permeabilidad para sodio, potasio y calcio, resultando
en una despolarizacion de la membrana (Dodd et al. 2000). El efecto de la ingesta aguda de alcohol
produce una reduccién del flujo de cationes, lo cual modifica varias funciones celulares como la
inhibicion de la liberacién de neurotransmisores (Erdozain & Callado, 2014). Ademas, la ingesta de
alcohol afecta otros procesos como es la potenciacién a largo plazo, la cual es importante para los
procesos de memoria y aprendizaje (Givens & McMahon, 1995), la plasticidad sinaptica, y produce
excitotoxicidad por un exceso de calcio intracelular (Dodd et al. 2000). La ingesta crénica de alcohol
produce una regulacién al alza de la funcién del receptor NMDA, manteniendo un aumento del
influjo de calcio a la célula y mientras que en la abstinencia, se produce un rebote de la actividad de
este receptor, lo que estd involucrado en los sintomas del sindrome de abstinencia como el delirium
tremensy las crisis epilépticas (Erdozain & Callado, 2014). Sin embargo, el mecanismo exacto por el

que el alcohol altera la funcionalidad de este receptor no esta del todo dilucidada.

1.3.3.3 Sistema dopaminérgico
La ingesta aguda de alcohol activa el sistema limbico, conocido también como el sistema del placer

y recompensa, el cual estd involucrado en los efectos reforzadores tanto positivos como negativos
del alcohol (Koob, 2014), y en el desarrollo de la dependencia (Moussas et al., 2009). Este sistema
estd compuesto por neuronas dopaminérgicas en el area ventral tegmental, las cuales tienen
eferencias hacia el nicleo accumbens, la amigdala y la corteza prefrontal (Adinoff, 2004). El alcohol
produce una excitacidon dosis-dependiente de las neuronas del area ventral tegmental, y aumenta
los niveles de dopamina en el nlcleo accumbens, el cual esta involucrado en el proceso reforzador
positivo para la preferencia al consumo de alcohol (Esch & Stefano, 2004). Con una ingesta repetida
de alcohol, las respuestas de neurotransmisores se reducen, y por lo tanto se necesita un
incremento de la dosis de alcohol para producir el mismo efecto, lo que conlleva a la tolerancia al

alcohol (Connor, Haber, & Hall, 2015).

1.3.3.4 Sistema de opioides enddgenos
El efecto reforzador del alcohol estd involucrado principalmente n la activaciéon del sistema

endogeno de opioides (Darcq & Kieffer, 2018). La activacidn de este sistema interfiere con el sistema
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limbico y con un aumento de las endorfinas en el nucleo accumbens (Gianoulakis, 2009). El alcohol
inhibe a los receptores 6 a opiaceos, incrementando la densidad de los receptores pny 6, y ademas
generando un incremento en los niveles enddgenos de opioides en la neurotransmisién

(Manzanares et al., 2018).
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Figura 11. Efectos del alcohol en los sistemas de neurotransmisores del sistema nervioso
central. El area ventral tegmental estd localizada en el mesencéfalo, y se le atribuyen las
funciones de placer y recompensa a través de sus proyecciones hacia el nicleo accumbens, el
cual tiene un importante papel en el procesamiento cognitivo del placer, la recompensa y el
aprendizaje por reforzamiento. El alcohol estimula la actividad de péptidos opioides endégenos
y de los receptores de GABA (Alcohol +) en el drea ventral tegmental; mientras que inhibe la
liberacion de glutamato desde las terminales nerviosas, ya que actua en las neuronas del nucleo
accumbens (Alcohol -). Estos procesos incrementan la transmisién dopaminérgica producida
por la exposicion repetida al alcohol, y al mismo tiempo se produce una adaptacion a los efectos

del alcohol. Modificado de Connor, Haber, & Hall, 2015.

1.3.3.5 Sistema serotoninérgico
La serotonina estd implicada en la regulacién de los estados afectivos, en la conducta de ingesta y

en la adiccion (Abrahao et al., 2017). La ingesta de alcohol incrementa el nivel extracelular de

serotonina en el ndcleo accumbens (Yoshimoto et al., 1992), incrementando la sensibilidad de los
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receptores de serotonina 5-HTs, los cuales estdn implicados en el abuso de la ingesta o en el

desarrollo de la dependencia al alcohol (Moussas et al., 2009).

1.3.3.6 Sistema noradrenérgico
La ingesta de dosis bajas de etanol produce un aumento de la transmisidon noradrenérgica, mientras

gue dosis altas producen una reduccién de las mismas (Moussas et al., 2009). Los pacientes con
sindrome de abstinencia presentan niveles altos de noradrenalina en el plasma sanguineo y en el
fluido cerebroespinal debido a la sobreestimulacidon en neuronas noradrenérgicas, debido a que se
incrementa la transmisidn glutamatérgica y se pierde la autoinhibicién noradrenérgica (Erdozain &

Callado, 2014).

1.3.3.7 Otros sistemas
El factor liberador de CRF tiene un papel importante en el desarrollo de la adiccién al alcohol y en

las recaidas en el consumo, producto de la ansiedad generada por la suspensién de su consumo
(Heilig & Koob, 2007). En estudios en lineas de ratas que muestran preferencia por el consumo de
alcohol como las Alko Alcohol (AA), con preferencia al alcohol (P), se ha reportado que éstas tienen

una mayor secrecién de CRF, y que estd correlacionado con rasgos de ansiedad (Richter et al., 2000).

1.4 Modelos animales
Los modelos animales son utilizados para el estudio de patologias psiquiatricas y de sus potenciales

tratamientos (Boulton et al., 1992). Los modelos animales permiten al experimentador manipulary
controlar variables como el trasfondo genético del animal, factores ambientales, sus respuestas a la
exposicion a estrés y la exposicion a las drogas a estudiar, en este caso, el alcohol. Adicionalmente,
los modelos animales permiten el andlisis de los efectos de la ingesta de alcohol a nivel

neuroquimico, neurofisiolégico y conductual (Bell et al., 2012).

Las ratas se han utilizado ampliamente como modelos animales para el estudio de los efectos del
alcohol y de los sistemas cerebrales involucrados en el consumo preferente y la dependencia al
alcohol (Boulton et al. 1992). Se ha reportado que las ratas de cepas heterogéneas autorregulan su
consumo de alcohol, prefiriendo soluciones con un porcentaje de alcohol del 1-5% de manera que
las concentraciones de etanol en la sangre son minimas y no desarrollan adiccion (Sandi et al., 1990).
Debido a esto, se han desarrollado varias manipulaciones experimentales para asegurar que las
ratas consuman mayores cantidades de alcohol de manera que alcancen una concentracion
significativa de etanol en la sangre, y presenten signos conductuales de intoxicacién como la

incoordinacidn motora y otras alteraciones en su movimiento, ademds de presentar una conducta
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agresiva (Boulton et al., 1992). Estas manipulaciones incluyen la restriccion de la disponibilidad de
agua, la adicién de sacarosa, induccién de polidipsia y la administracién del alcohol como Unica

fuente de hidratacion (Bell et al., 2012).

Existen varios protocolos de administracién de alcohol en ratas que varian en el tiempo de
exposicion, la dosis y la via de administracion (Nagy, 2008; Boulton et al., 1992; Bell et al. 2012). Los
protocolos de exposicion aguda al alcohol pueden incluir dosis bajas (>5%), moderadas (5-10%) y
altas (>10%) de alcohol (Boulton et al., 1992). En este tipo de protocolos la via de administracién
suele ser intragastrica, en dieta liquida o en vaporizaciones durante una sola exposicion (Nagy,
2008). Para modelar el patron de consumo tipo borrachera o “binge drinking”, se administra una
dosis alta de alcohol, usualmente por via intragdstrica o intraperitoneal, en una exposicidon aguda
de no mas de 3 dias (Faingold, 2008). En un protocolo de ingesta crénica se administran dosis bajas
o moderadas de alcohol, incluso, en dosis crecientes, por un periodo de 1 a 4 semanas (Nagy, 2008).
En este tipo de protocolos, la administracién al alcohol poder ser voluntaria, o no voluntaria. Un
protocolo de ingesta no voluntaria incluye la administracién de alcohol por via intragastrica,
intraperitoneal o por dieta liquida, mientras que en un protocolo de ingesta voluntaria la rata puede
regular su consumo de alcohol, al tener disponible agua y alimento junto con el alcohol diluido en
agua o en una dieta liquida (Bell etal, 2012). Se han reportado varias modalidades de
administracion voluntaria de alcohol, siendo la mas utilizada la libre eleccién entre una botella con

una solucién de alcohol y otra botella de agua purificada (Bell et al., 2012).

Para este estudio, fue de interés un protocolo de administracidn voluntaria de alcohol, ya que la
libre regulacion de las ratas puede indicar qué caracteristicas intrinsecas del animal influyen en la
preferencia de la ingesta (Boulton et al., 1992; Bell et al., 2012), como lo son la relacién entre el
consumo de alcohol con la exposicidn al estrés (Becker et al., 2011), la deprivaciéon del suefio (Aalto
& Kiianmaa, 1986), o la conducta del animal derivada de un rasgo ansioso o depresivo (Langen &

Fink, 2004).

La ingesta de alcohol en las ratas tiene diversos efectos sobre el suefio. En ratas, el consumo de
alcohol produce los mismos efectos sobre el suefio que se han reportado en humanos (Ebrahim et
al. 2013), por ejemplo, se produce un incremento de la latencia de suefio y una reduccién
significativa de la actividad delta durante el SOL (Ehlers & Slawecki, 2000), y cuando el consumo es
cronico, se produce un incremento del SOL en la fase de oscuridad, que es la fase activa de las ratas;

y una reduccion de la duracién y nimero de episodios de suefio SOL y MOR en la fase de luz, que
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corresponde a la fase de reposo (Mukherjee et al., 2008). En el consumo agudo de alcohol se
produce una reduccion de la latencia de suefo, un incremento de la duraciéon del SOL y una
reducciéon de la duracion del suefio MOR en la fase de luz, pero en la fase oscuridad ocurre un
aumento de SOL y del suefio MOR (Mendelson & Hill, 1978; Kubota et al., 2002). Al igual que en los
humanos, en las ratas, las alteraciones del suefio también dependen de la dosis de alcohol ingeridas:
dosis de hasta 3 g/Kg del peso corporal de las ratas produce una inversidn del suefio en las ratas, es
decir, hay una mayor cantidad de SOL y suefio MOR durante su fase activa y un aumento de la vigilia
ensu fase de reposo (Kubota et al., 2002). Adicionalmente, como parte del proceso de recuperacion
del organismo, también se produce el rebote del suefio MOR, acompafiado de un incremento de
SOL en la fase activa, que es la fase de oscuridad, lo que se asemeja a los sintomas de insomnio y

somnolencia diurna que muestran los humanos (Sharma et al., 2014).

1.5 Relacion entre la ansiedad, las alteraciones en el suefio y el

consumo de alcohol
Las alteraciones en el suefio también tienen una relacidn bidireccional con los trastornos afectivos

como la ansiedad (Alvaro et al., 2013), lo que constituye a su vez un factor detonante para el
consumo de alcohol. Las alteraciones en el suefio comunes en individuos con algun trastorno de
ansiedad se incluyen como un criterio diagndstico de acuerdo al Manual Estadistico de Trastornos
Mentales (American Psychiatric Association, 2013), y se considera que también son un factor que
predicen la aparicién y desarrollo de un trastorno de ansiedad (Cox & Olatunji, 2016). Sin embargo,
aun no estd claro si las alteraciones del suefio son Unicamente una consecuencia del trastorno del
animo o si la calidad del suefio determina la susceptibilidad del individuo a desarrollar un trastorno

del estado del animo.

En individuos con algun trastorno de ansiedad las alteraciones del suefio mas frecuentes son un
incremento de la latencia de suefio, una reduccién del tiempo total de suefio, un incremento de la
etapa N2 y una reduccién de la etapa N3 del SOL; asi como un incremento de la frecuencia de
despertares nocturnos, un aumento de la latencia a suefio MOR acompafiado de una reduccién del
porcentaje y niumero de episodios de suefio MOR. Por ultimo, una reduccién de la eficiencia del
suefio, la cual consiste en el tiempo total de suefo entre el tiempo en el que el sujeto permanecid

acostado (Cox & Olatunji, 2016).

Recientemente se ha propuesto que el suefio, que esta asociado a procesos neurofisioldgicos que

regulan el funcionamiento emocional, también afecta directamente al funcionamiento ejecutivo
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(Harrison & Horne, 2000), lo cual incluye al control inhibitorio, la atencidn y la memoria. Por lo tanto,
una mala calidad de suefio produce una deficiencia en la conectividad entre la amigdala y la corteza
prefrontal, lo que conlleva a una respuesta alterada a estimulos negativos (Yoo et al., 2007), lo que
contribuye a una incapacidad para inhibir o regular procesos relacionados con la ansiedad como

pensamientos y conductas impulsivas, maladaptativas y recurrentes (Segerstrom et al., 2010).

Otro mecanismo propuesto para explicar la comorbilidad entre los trastornos del estado del animo
y las alteraciones en el suefio es una desregulacion de los niveles de cortisol (Cox & Olatunji, 2016).
El cortisol fluctua circddicamente, teniendo un nivel maximo de concentracion en la mafiana antes
de despertar y en el humano hay un segundo pico alrededor de las 17:00 h, seguido de una
reduccion progresiva a lo largo del dia y una reduccién maxima durante el suefio (Omisade et al.,
2010). Adicionalmente, los niveles de cortisol aumentan ante la presencia de un estresor como parte
de una respuesta adaptativa (Dickerson & Kemeny, 2004). Una mala calidad de suefio altera los
niveles circadianos de cortisol, produciendo una respuesta aminorada de cortisol diurno y un
aumento de los niveles de cortisol durante la noche (Omisade et al., 2010), también produce una
alteracion en las respuestas ante estresores (Wright et al., 2007). La desregulacidn de cortisol esta
asociada también a una alteracién en el funcionamiento ejecutivo, especificamente en el control
inhibitorio (Gomez et al., 2009). Una respuesta deficiente ante estimulos estresores pueden resultar
en una inhabilidad para estructurar una respuesta adaptativa ante dichos estimulos (McEwen &
Karatsoreos, 2015), por lo tanto, puede contribuir al desarrollo de un trastorno del estado el animo

como la ansiedad o la depresidn (Cox & Olatunji, 2016).

En ratas, la corticosterona, que es la principal hormona del estrés, también influye en el ciclo suefio-
vigilia. Estudios en los cuales las ratas son expuestas a estrés agudo como la restriccién de
movimientos, choques eléctricos inescapables, o a la prueba de miedo contextual, muestran que los
niveles de corticosterona durante la exposicion al estrés se incrementan (Marinesco et al.,, 1999;
Pawlyk et al., 2008; Opp, 1997), lo que produce un aumento de la vigilia y una reduccién del SOLy
suefio MOR por al menos 3 h. Subsecuentemente, se produce un aumento progresivo del suefio
superior a los niveles basales hasta 9 h después de la exposicion al estrés, lo que se conoce como
rebote de suefio (Suchecki et al., 2012). Las ratas que son expuestas a estrés cronico presentan una
reduccion de la duraciéon de SOL y suefio MOR en su fase activa, ademas de presentar una

disminucion en la latencia de suefio MOR y un aumento del nimero de episodios de SOL y suefio
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MOR, lo que consiste en una fragmentacion del suefo (Jean Kant et al., 1995; Cheeta et al., 1997),

los cuales se mantienen durante el tiempo en que las ratas son expuestas al estrés crénico.

En cuanto a los efectos del estrés crdnico y agudo sobre la conducta de ingesta de alcohol en ratas,
en una revision realizada por Becker y colaboradores (2011) muestran que la exposicidn al estrés
crénico y agudo produce un incremento en la ingesta de alcohol durante el tiempo de exposicion al
estrés y puede mantenerse por algun tiempo después. En ratas seleccionadas con base en su
preferencia a la ingesta de alcohol (Preferring P rats) se ha reportado una conducta basal ansiosa al
ser evaluadas en pruebas estandarizadas como son el laberinto en cruz elevado, teniendo un menor
numero de entradas a los brazos abiertos y permaneciendo un menor tiempo en ellos (Stewart et
al., 1993). Sin embargo, la administracion de dosis mayores a 1g/Kg de etanol por via
intraperiotoneal produjo un efecto ansiolitico Unicamente en estas ratas, las cuales aumentaron al
50% el nimero de entradas y tiempo en el que permanecian en los brazos abiertos del laberinto en
cruz elevado (Stewart et al.,, 1993), lo que sugiere que estas ratas muestran una preferencia al

alcohol para aminorar su ansiedad.

Por lo tanto, es evidente que existe una relacién compleja entre las alteraciones en el suefio
producidos por el consumo crénico y agudo de alcohol, que a su vez puede estar determinada por
los trastornos del estado del animo como la ansiedad, lo que ayudaria a explicar la etiologia de la
dependencia al consumo de alcohol en sujetos con ansiedad y cémo se ve afectado el tratamiento

cuando esta presente una alteracion del suefio.

2. Antecedentes

2.1 Ratas de alto y bajo bostezo
En el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia de la

Benemérita Universidad Autdonoma de Puebla se obtuvieron por cruzamientos endogamicos dos
sublineas de rata de la cepa Sprague-Dawley (SD), que se diferencian por la frecuencia de bostezos
espontaneos. Las ratas de la sublinea de alto bostezo (HY, del inglés high-yawning) presentan una
frecuencia media de 20 bostezos por hora, mientras que las ratas de la sublinea de bajo bostezo (LY,
del inglés low-yawning) solo 2 bostezos por hora. Estas ratas se obtuvieron mediante cruzamientos
endogamicos a partir de ratas SD y se han criado para enfatizar dicho caracter (Urba-Holmgren et

al., 1990; Collins & Eguibar, 2010).
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Las ratas HY y LY se distinguen, ademds de la frecuencia de bostezo espontaneo, por varias
conductas asociadas a la ansiedad evaluadas en pruebas estandarizadas. Por ejemplo, al evaluar la
conducta de ambas sublineas en la prueba de campo abierto, las ratas HY son menos reactivas
emocionalmente, ya que presentan una mayor deambulacion en el campo abierto, una menor
latencia de exploracidon y una menor cantidad de bolos fecales en comparacion con la rata LY
(Moyaho et al., 1995). Al exponer a ambas sublineas a un ambiente novedoso, las ratas HY se asean
mas que las ratas LY (Eguibar & Moyaho, 1997), sugiriendo una mayor adaptabilidad ante un

estresor.

Recientemente, empleando el laberinto en cruz elevado hemos demostrado que las ratas LY tienen
un menor nimero de entradas a los brazos abiertos del laberinto, y permanecen en ellos un menor
tiempo con respecto de las ratas HY y las Sprague-Dawley, lo que sugiere que las ratas LY son mds
ansiosas (Diaz, 2019; Eguibar et al., en preparacion). Adicionalmente, las ratas HY tienen mayor
exploracion en el compartimento iluminado en la caja luz-oscuridad, mientras que las ratas LY

permanecen mayor tiempo en el compartimento oscuro (Diaz, 2019).

Otro aspecto importante a considerar son las diferencias neuroendocrinas de las dos sublineas. Las
ratas LY presentan un mayor aumento de corticosterona en el plasma sanguineo después de ser
expuestas a un estresor en comparacion con las ratas HY (Cortés et al., manuscrito en preparacién;

Diaz, 2019).

2.1.1 Ciclo suefio-vigilia en las ratas HY y LY
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, analizamos el ciclo suefio-vigilia de ratas HY y LY

alolargo de 24 h. Las ratas HY y LY presentaron una distribucion temporal similar de la duracién de
las fases del suefio y de la vigilia, teniendo un predominio la vigilia durante el periodo de oscuridad
y del SOL en el periodo de luz, mientras que la distribucién del suefio MOR se mantiene similar en
ambas fases del ciclo circadico. Con respecto a la latencia a SOL y sueifio MOR, las ratas LY tienen
una latencia mas corta en comparacion con las ratas HY, mientras que el nimero de episodios, las
ratas LY tienen un mayor numero de episodios de SOL en la fase de luz, su fase de reposo, con
respecto a las ratas HY, mientras que el nimero de episodios de suefio MOR son muy similares en

ambas sublineas (Fierro Rojas, 2017; Cortés et al., manuscrito en preparacion).

2.1.2 Ciclo suefio-vigilia después de la induccion de estrés agudo en las ratas HY y LY
Cuando las ratas son sometidas a un estrés agudo, presentan un rebote del suefio como respuesta

adaptativa al estrés. El rebote del suefio consiste en una reduccion inicial del suefio como
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consecuencia directa de la exposicion al estrés seguido de un aumento progresivo del mismo hasta

alcanzar y superar los niveles basales de suefio (Rampin et al., 1991).

En nuestro laboratorio se analizé el ciclo suefio vigilia de las ratas HY y LY después de ser expuestas
a un estrés agudo como es la restriccion de movimientos, al colocar a las ratas en un dispositivo
cilindrico de acrilico transparente que impide que la rata se mueva. La restriccion de movimientos
se llevd a cabo durante 1 h (0700-0800) e inmediatamente después se conecto a la rata al equipo
de registro. El estrés agudo por restriccion de movimientos tuvo diferentes efectos en ambas

sublineas.

En las ratas HY, se produjo un rebote de SOL durante la fase de oscuridad, que es su periodo activo,
y este rebote se produjo tanto en la duracién como en el nimero de episodios de SOL. En las ratas
LY se produjo un rebote de suefio MOR, tanto en su duracién como en nimero de episodios también

durante la fase de oscuridad.

El rebote de suefo tiene una funcién adaptativa y de recuperacién del organismo después de la
exposicion a estrés. Se ha propuesto que durante el suefio MOR se produce una “remodelacién”
afectiva de la experiencia aversiva (Walker & Helm, 2009), y por lo tanto promueve una
recuperacion éptima del organismo. De acuerdo con nuestros resultados, la rata LY es mas
susceptible al estrés agudo en la modalidad de restriccién de movimientos, y debido a esto, presenté
un rebote de suefio MOR mas robusto. Adicionalmente, las ratas LY presentaron un mayor nimero
de conductas abruptas durante los primeros 5 minutos de la restriccién, las cuales consisten en

forcejeos, rotaciones y esfuerzos por salir del restrictor.

3. Planteamiento del problema
De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud Mental, el 18% de la poblacién de 15 a 64 afios de

edad que habita en zonas urbanas en México presenta algun trastorno del estado del animo como
ansiedad, depresion o fobias, ademas el 3.4% tiene dependencia al alcohol y el 7.6% consume
alcohol de manera perjudicial (Medina-Mora et al., 2003). Ademas, se ha reportado que los
individuos que padecen un trastorno del estado del animo son mas propensos a desarrollar una
dependencia al consumo de alcohol, lo cual a menudo interfiere con el tratamiento o empeora su

condicion.
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Los trastornos del suefio afectan a la calidad de vida y alguno de ellos se han relacionado con la
aparicién y desarrollo de otras patologias fisicas y psiquiatricas (American Psychiatric Association,
2013). El trastorno del suefio mas prevalente en México es el insomnio, presentandose hasta en un
22.1% de la poblacién general (Guerrero-Zuiiga et al., 2018). Este trastorno del suefio afecta la
cantidad y calidad del suefio, generando somnolencia excesiva diurna y sintomas de malestar
general, los cuales son factores que incrementan el riesgo de accidentes y de otras enfermedades

mentales (Brower et al., 2001).

De acuerdo con lo anterior, la prevalencia de los trastornos del estado del animo en comorbilidad
con la dependencia al consumo de alcohol y las alteraciones del suefio produce un deterioro
importante de la salud y que se refleja en diversos problemas en el ambito del funcionamiento del

sujeto.

4. Justificacion

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica (ENEP, 2001) en México se
estima que hasta un 28.6% de la poblacidn de entre 18 a 65 afos de edad ha padecido un trastorno
psiquiatrico, de los cuales los mas frecuentes son los trastornos de ansiedad con un 14.3% de
prevalencia, seguido por los trastornos de consumo de sustancias (9.2%) y los trastornos afectivos
(9.1%). De manera relevante, tan sélo uno de cada diez individuos ha sido atendido por un
especialista (Secretaria de Salud Publica, 2012; Medina-Mora et al., 2003). Debe considerarse que
los trastornos de ansiedad pueden llegar a ser incapacitantes para el funcionamiento en areas
sociales, laborales, académicas e interpersonales (Herring et al., 2015). Si bien los trastornos y otras
alteraciones del suefio son considerados como sintomas de los trastornos de ansiedad, en la practica
clinica adn se ve muy limitado un tratamiento integral efectivo para la ansiedad, y las alteraciones

del suefio (Chand, 2015; Ye et al., 2015).

De igual manera, en los servicios de salud publica existe una brecha de conocimiento y de
implementacion de tratamientos para los trastornos mentales (Medina-Mora et al., 2003). Al
realizar una busqueda en los sitios electrénicos de instituciones gubernamentales de salud publica
en México, se encontrdé una deficiencia de informacion, investigacion y programas acerca de salud
mental. Por lo que podemos suponer que los tratamientos hacia los trastornos de ansiedad y otras
enfermedades psiquiatricas y psicoldgicas son atendidas por especialistas particulares y que el

alcance de la atencidn y tratamiento sdlo llega a un sector muy reducido de la poblacién que cuentan

53



con los suficientes recursos econdmicos, es decir, sujetos pertenecientes a la clase media-alta y alta

(Berenzon et al., 2013).

Las alteraciones del suefio suponen otro problema importante de salud publica, especialmente
cuando esta en comorbilidad con otro trastorno psiquidtrico, ya que la incidencia y severidad de un
trastorno puede exacerbar el otro (Stein et al., 2008), y el tratamiento se torna mas dificil y
complicado. En el caso de los trastornos de ansiedad, las alteraciones en el suefio suponen un factor
intensificador e incapacitante para el paciente comparado con la presencia de Unicamente el

trastorno de ansiedad (Ramsawh et al., 2009).

Esimportante conocer acerca de la relacidn trastornos de ansiedad y las alteraciones del suefio para
disefiar nuevos tratamientos farmacolégicos y psicoldgicos que sean efectivos para la recuperacion
de ambas condiciones (Ye et al., 2015). Adicionalmente, no esta claro si los trastornos de ansiedad
son precedentes de los trastornos o alteraciones del suefio o si esta relacién es contraria. Al conocer
esto, podemos también disefiar programas de prevencién para que al contener y tratar un trastorno

se evite la aparicidn del otro, de manera que el proceso de recuperacién sea mas efectivo.

5. Pregunta de investigacion

¢Coémo puede el consumo de alcohol actuar en animales con diferentes niveles de ansiedad y cémo

este consumo afecta la calidad del suefio de los sujetos?

6. Objetivos

6.1 Objetivo General
Analizar el efecto del consumo de alcohol en el ciclo suefio-vigilia en las ratas HY y LY

6.2 Particulares
e Analizar el efecto del consumo crénico de alcohol en la duracién y nimero de episodios de

la vigilia, el suefio de ondas lentas y el suefio con movimientos oculares rapidos durante las
fases de luz y oscuridad.

e Evaluar el efecto del consumo crdnico en la latencia al suefio de ondas lentas y al suefio con
movimientos oculares rapidos.

e Determinar la preferencia al consumo de alcohol en cada sublinea.

e Evaluar las conductas relacionadas a la ansiedad previas y posterior al consumo crénico de

alcohol en una prueba estandarizada, como lo es la prueba de campo abierto.
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7. Hipotesis
H1: Las ratas LY, como modelo de ansiedad, tendran una mayor afectacion en su ciclo sueno-vigilia

después de la ingesta crénica de alcohol.

8. Metodologia

8.1 Sujetos experimentales
Se utilizaran ratas HY y LY machos, 8 de cada sublinea, con un peso corporal de 300-350 g a los 3

meses de edad. Las ratas seran mantenidas en condiciones de luz-oscuridad 12:12 (encendido de
las luces a las 0700), una temperatura ambiental de 21+2° C y humedad relativa del 35-40%, cambio
de viruta de madera presurizada (Aspen Chips, Estados Unidos de América) 3 veces por semana y
con acceso libre a comida para roedores (Lab Diet 5012, Estados Unidos de América) y agua
purificada (Ciel, Coca-Cola México). Las ratas se recibirdn del bioterio y se les permitira un periodo
de adaptacion en el area de experimentacion de minimo 5 dias bajo las mismas condiciones

ambientales.

Todos los sujetos utilizados para este proyecto fueron obtenidos del Bioterio de Investigacién del
Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia. La pureza
de las sublineas es mantenida a través de la observacion de bostezo realizada por la M. en C. Araceli
Ugarte Rojano, el M.V.Z. Omar Isidro Maldonado y por la alumna Adriela Fierro Rojas a los dos meses

de edad en un cristalizador siguiendo lo establecido por Urba-Holmgren y cols., (1990).

8.2 Implante cronico de electrodos
Las ratas se anestesiardan con una mezcla de ketamina (75mg/Kg) y xilacina (5mg/Kg) por via

intraperitoneal (i.p.). Se realizard una incision con un mango de bisturi No. 4 y con hoja No. 2 en la
parte superior media de la cabeza, exponiendo el craneo quitando el periostio con una legra. Para
registrar la actividad EEG se implantaran tres electrodos corticales de tornillo de acero inoxidable
en la corteza frontal, parietal y occipital, ademds de un electrodo bipolar de platino recubierto de
tefldn como aislante de 0.203 mm de calibre y con sélo la punta descubierta (Plastics One Inc.) para
registrar el ritmo theta en region CA1 del hipocampo con coordenadas antero-posterior -4 mm,
medial-lateral -2.5 mm vy dorso-ventral -2.5 mm empleando al bregma como referencia
estereotdxica y siguiendo el atlas de Paxinos y Watson (2006). Para registrar la actividad EMG se
utilizaran dos electrodos de alambre de nicromio insertados en los musculos de la nuca y otro
colocado sobre la drbita del ojo izquierdo para el registro del EOG. Todos los electrodos se uniran a

un conector y se fijaran al craneo con acrilico dental. Las ratas tendrdn un periodo de recuperacion
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postoperatorio de cinco dias. Durante los primeros tres dias se les aplicara analgésico (Flunixin

0.04mL/Kg) y antibidtico (Lincomicina 0.20mL/Kg) por via subcutanea (s.c).

Corteza frontal Region CA1 del
(Referencia) hipocampo (EEG)
O ® ® “~_Mdsculos
de lanuca
— (EMG)
® © ®
O
/ Corteza
<. . Corteza occipital
Orbita del ojo
(EOG) : parietal (EEG)
(EEG)

Figura 12. Localizacion de los electrodos para el registro de sueiio.

8.3 Registro de suefio
Después del periodo de recuperacion de la cirugia, las ratas se habituaran a las condiciones de

experimentales durante tres horas por tres dias consecutivos en los que serdn conectadas a un
conector movible tipo “swivel” dentro de una caja individual de acrilico transparente (medidas 45 x
30 x 60 cm) con acceso libre a comida para roedores y agua purificada. Los registros de suefo se
realizardn en un cuarto sonoamortiguado con un ciclo de luz-oscuridad 12:12h (encendido de las
luces a las 0700). Los registros de suefio se realizardn a través del programa NetBeacon v.1.0

(Compumedics, Reino Unido) y tendra una duracion de 24 h.

Figura 13. Rata colocada en la caja de registro. La rata se conecta al equipo de registro a través
de un cable ligero conectado a un sistema giratorio tipo “swivel”, para que la rata pueda

moverse libremente por la caja e incluso dormir en posicion de ovillo.
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8.4 Administracién de alcohol
De acuerdo con el protocolo de administracion de alcohol de Martinez-Gonzdlez et al., 2002,

durante 7 dias se colocara una botella con solucion de alcohol (10% v/v) diluido en agua purificada
como Unica fuente de hidratacion (fase AL1). Posteriormente, se colocard una segunda botella con
agua simple para observar la preferencia de consumo de alcohol o agua durante un periodo de 3
semanas (fase AL2). La posicion de las botellas se cambiara diariamente de manera aleatoria para
descartar la posible preferencia por la posicién de la botella. La cantidad ingerida se obtendra a
partir de los mL de alcohol consumidos sobre el peso corporal individual de la rata. La cantidad de
alcohol o agua ingerida se medira diariamente. Se obtendra una curva del peso corporal de las ratas

durante todo el proceso de experimentacion.

8.5 Prueba conductual
Para determinar el nivel de ansiedad basal y el nivel de ansiedad posterior al periodo de exposicion

al alcohol de las sublineas, las ratas serdn evaluadas en la prueba de laberinto en cruz elevado (San
Diego Instruments, CA, EUA), el cual consta de cuatro brazos que se cruzan en el centro, formando
una cruz, dos de los cuales tienen paredes laterales con una altura de 40 cm y dos brazos sin paredes,

con un area descubierta en el centro del laberinto como se muestra en la Figura 13.
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Figura 14. Diagrama del laberinto en cruz elevado. El laberinto cuenta con un area central que
es el area de inicio, dos brazos cerrados, que constituyen en un area segura, y dos brazos
abiertos que constituyen un area expuesta. Esta prueba se basa en las respuestas inherentes

de las ratas a explorar por curiosidad los ambientes novedosos junto con la evitacién que tienen

hacia las dreas expuestas (Rodgers & Dalvi, 1997).

En esta prueba se medirdn las siguientes variables conductuales:

e Porcentaje de entradas a los brazos abiertos y cerrados
e Porcentaje del tiempo de permanencia a los brazos abiertos y cerrados

e Conductas exploratorias: asomos o “head dips”, erguidos y caidas.
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8.6 Diagrama de experimentos

Ratas macho de 3
meses de edad

HY n=8 I”"b””;}"'_"’" a PRUEBA REGISTRO DE
LY n=8 de registro CONDUCTUAL SUENO 2
1 semana 5 dias
Implante de REGISTRO DE
electrodos SUENO 1

8.7 Evaluacion de los registros

4 ratas evaluadas antes de la
exposicion al alcohol

MEDICION DE LA
PREFERENCIA AL

4 ratas evaluadas después de
la exposicion al alcohol

PRUEBA
CONDUCTUAL

REGISTRO DE
SUENO 3

ALCOHOL (AL2)

de suefio

El registro polisomnografico se realizara empleando el programa ProFusion NetBeacon v.1.0

(Compumedics, Reino Unido). La sefial sera ampliada y filtrada (EEG: 0.5-30 Hz, EMG: 30-99Hz, EOG:

0.5-4Hz) y digitalizada con frecuencia de muestreo de 200 Hz. Simultdneamente, la conducta de la

rata serd grabada en video mediante una cdmara Sony Handicam DCR-TVR260 (Japén).

Se calificaran las etapas de la vigilia y el suefo dividiendo el registro en épocas de 10 segundos

utilizando el ProFusion PSG Sleep v.4 (Compumedics, Reino Unido), de acuerdo con los siguientes

criterios:

Tabla 1. Criterios para la calificacion del suefio de acuerdo a la actividad EEG

Vigilia

EEG: actividad beta de alta
frecuencia (12-30 Hz) y baja
amplitud.

EMG: incremento variable del
tono muscular.

EOG: movimientos
rapidos y lentos.

oculares

Sueio de ondas lentas

EEG: ondas delta (0.5-4 Hz) de
gran amplitud.

EMG: disminucién del tono
muscular.

EOG movimientos oculares de
balanceo lento.

Suefio MOR

EEG: actividad beta rapida de
baja amplitud, ritmo theta en
hipocampo (4-7 Hz theta bajoy
7-12 Hz theta alto).

EMG: atonia muscular.

EOG: movimientos oculares
rapidos.

Acotaciones: electroencefalograficos (EEG), electromiograficos (EMG) y electrooculograficos (EOG)

para calificacion de la vigilia, el suefio de ondas lentas y suefio con movimientos oculares rapidos

(MOR).
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La calificacidn se realizard manualmente y se utilizara para obtener el hipnograma del ciclo suefo-
vigilia. Las variables de suefio a analizar una vez concluida la calificacion de los registros de suefio

seran las siguientes:

a) Latenciaal primer episodio de SOLy suefio MOR, desde el inicio del registro hasta la primera
época de SOL o suefio MOR.

b) Duracidn total de la vigilia, SOL y suefio MOR durante las 24 h de registro y en las fases de
luz y oscuridad.

c) Numero de episodios y su duracion promedio de la vigilia, SOL y suefio MOR durante las 24
h de registro y en las fases de luz y oscuridad.

d) Distribucion temporal de la duracién y nimero de episodios de la vigilia, SOL y suefio MOR

cada 2h.

8.7 Analisis estadistico

Los resultados se presentaran como la media * el error estandar. Los datos serdn analizados en su
normalidad y en la homogeneidad de sus varianzas. Se empleard la prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov con correccién Lillefors. Con base en los resultados, se empleardn analisis de
varianza (ANOVA) seguido de una prueba post hoc Holm-Sidak. En caso de que los datos no pasen
las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas, se realizard una prueba no paramétrica.
Los datos seran analizados en el programa Sigma Plot (Systat Co., San Francisco, CA, EUA), versién

11.0.

Adicionalmente, realizamos un analisis COSINOR para determinar las variaciones de la duracién y
numero de episodios de SOL, suefio MOR vy vigilia en funcion del tiempo circadiano. El analisis
COSINOR consiste en ajustar una funcién de cosenos a los datos obtenidos en una serie de tiempo

por medio de minimo de cuadrados, asumiendo que la variable del tiempo es conocida.

El analisis COSINOR es util para el estudio de ritmos bioldgicos tomando valores discretos de un
sujeto en funcién de una unidad de tiempo (Cornelissen, 2014), ajustandolo a un modelo de

regresion de un componente que Cornelissen describe como:

Y(t) =M + Acos (2771 + ¢> + e(t)
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en donde M es el MESOR (linea media estadistica ajustada al ritmo, de sus siglas en inglés), A es la
amplitud (el cambio maximo esperado en un ciclo), ¢ es la acrofase, (el tiempo transcurrido en los
cambios maximos recurridos en un ciclo, T es la duracidn del ciclo, por ultimo, e(t) es el error.

Cuando T es conocido en el modelo, la ecuacién puede reescribirse como:

Y(t) =M+ Bx+yz+e(t)

donde:

27‘[t) 2mt

B = Acos¢;y = —Asing; x = COS( A sin(T)

T
Obtuvimos el MESOR, la amplitud y la acrofase en las ratas HY y LY en condiciones basales (control)
y después de la exposicion a alcohol como Unica fuente de hidratacion por 7 dias (AL1) y en un
paradigma de libre eleccidén por 3 semanas (AL2) para la duracion de la vigilia, SOL y suefio MOR

ajustandolo al modelo COSINOR, seguido de una prueba F (R Core Team, 2019).

9. Resultados

9.1 Ingesta de Alcohol
Se compard la ingesta de alcohol en las ratas HY y LY durante las 4 semanas de exposicién al alcohol,

ademas se evalud el peso corporal, la ingesta de alimento, se calcularon las calorias ingeridas por el
alcohol y las totales; asi como la ingesta de agua, la preferencia a la ingesta de agua o de alcohol en

el paradigma de libre eleccién de bebidas.

9.1.1 Consumo total de alcohol
Existe una diferencia significativa en el consumo total de alcohol entre las ratas HY y LY (véase Figura

14), siendo las ratas LY las que tuvieron un mayor consumo total durante las 4 semanas en las que
fueron expuestas a una solucion del 10% v/v de alcohol etilico que estaba disponible ad libitum (U

de Mann-Whitney U=3.00, gl=12, P<0.005).
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Figura 15. Ingesta total de alcohol en ratas de las sublineas de alto (HY) y bajo bostezo (LY).
Las ratas LY tienen una mayor ingesta de alcohol con respecto a las ratas HY (U de Mann-

Whitney U=3.00, gl=1, **P<0.005) a lo largo de las cuatro semanas de exposicidn.

Para comparar el consumo de alcohol entre las sublineas a lo largo de las semanas (véase Figura 15),
se utilizdé una prueba ANOVA de dos factores, siendo las sublineas o el tiempo medido en semanas
los factores. Se obtuvo una diferencia significativa entre las sublineas (F=23.35, gl=1, P<0.001), y en
las semanas de exposicién al alcohol (F=10.27, gl=3, P<0.001), pero no una interaccion alcohol X
semana (F=1.98, gl=3, P=0.13). Mediante la prueba post-hoc Holm-Sidak se obtuvieron diferencias
significativas entre las sublineas en la semana 1 (t=4.34, P<0.001) y en la semana 2 (t=2.52, P<0.01).
Adicionalmente, existe una diferencia significativa entre la semana 1 con respecto de la semana 2
(t=2.64, P<0.01), semana 3 (t=4.02, P<0.001) y la semana 4 (t=4.95, P<0.001) Unicamente en la

sublinea de las ratas LY.
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Figura 16. Ingesta total de alcohol ingerido por semana en ratas de las sublineas de alto (HY)
y bajo bostezo (LY). El consumo de alcohol difirio significativamente entre las sublineas (ANOVA
F=23.35, gl=1, P<0.001), las ratas LY tienen un mayor consumo de alcohol en la semana 1
(t=4.34, ***P<0.001) y en la semana 2 (t=2.52, **P<0.01) con respecto de las HY. En las ratas
LY, existe una diferencia significativa entre las semanas en las que ingieren alcohol (F=10.27,
gl=3, P<0.001), la ingesta de alcohol disminuye significativamente en la semana 2 (t=2.64,

#Pp<0.01), semana 3 (t=4.02, #¥P<0.001) y en la semana 4 (t=4.95, ##P<0.001).

9.1.2 Preferencia de consumo de agua y alcohol
Para determinar la preferencia al alcohol entre las sublineas durante las 3 semanas en las que fueron

expuestas a la solucién de alcohol y agua disponibles ad libitum, se realizé una prueba ANOVA de

dos factores, tomando como factores a la sublinea y la cantidad de liquido ingerido (agua o alcohol).

Los analisis estadisticos mostraron una diferencia significativa en el liquido consumido (F=1002.38,
gl=1, P<0.001), entre ambas sublinea (F=10.79, gl=1, P<0.003) y una interaccién significativa entre
los factores liquido X sublinea (F=10.70, gl=1, P<0.003) en la semana 2, siendo mayor en las ratas HY
el consumo de agua (Holm-Sidak t=21.67, P<0.001) con respecto a las ratas LY (t=23.11, P<0.001).
Adicionalemente existe una diferencia significativa en el consumo de alcohol entre ambas sublineas
(t=4.64, P<0.001). En la semana 3, existe una diferencia significativa en el liquido ingerido (F=63.19,
P<0.001), siendo significativamente mayor la ingesta de agua entre ambas sublineas (Holm-Sidak

t=7.95, P<0.001). Por ultimo, en la semana 4 existe una diferencia significativa en el liquido ingerido
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(F=38.94, gl=1, P<0.001), siendo significativamente mayor la ingesta de agua en ambas sublineas

(Holm-Sidak t=6.24, P<0.001).
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Figura 17. Preferencia para la ingesta de alcohol y agua en las sublineas de alto (HY) y bajo
bostezo (LY). La cantidad de liquido consumido difiere en la semana 2 (ANOVA F=1002.38, gl=1,
P<0.001; Holm-Sidak ***P<0.001), en la semana 3 (ANOVA F=63.19, gl=1, P<0.001; Holm-Sidak
***¥p<0.001) y en la semana 4 (ANOVA F=38.94, gl=1, P<0.001; Holm-Sidak ***P<0.001).
Adicionalmente, hubo una diferencia significativa entre las sublineas Unicamente respecto al

consumo de alcohol (ANOVA F=10.79, gl=1, P<0.003; Holm-Sidak ¥P<0.001) en la semana 2.

Adicionalmente, se determind el indice de preferencia a la ingesta de alcohol, el cual se calculé como
la cantidad de alcohol ingerido (g) dividida entre la cantidad de liquido total ingerido (g). Las ratas
LY tuvieron un mayor indice de consumo de alcohol con respecto de las ratas HY (t de Student

t=2.27, gl=12, P<0.04).

64



S 20 7 *
[s)
B
©
©
8 10 ~
&)
c
t
L 5
t
o
0 -

Sublineas

Figura 18. Preferencia a la ingesta de alcohol en ratas de alto (HY) y bajo bostezo (LY). Las
ratas LY tienen una mayor preferencia por el alcohol con respecto a las ratas HY (t de Student

P<0.04).

9.1.3 Peso corporal
El peso corporal de las ratas de ambas sublineas durante las 4 semanas en las que estuvieron

expuestos a una solucion de alcohol o de agua disponible. Se obtuvo una diferencia significativa
entre las sublineas (F=22.79, gl=1, P<0.001) y entre las semanas (F=7.86, gl=3, P<0.001), pero no una
interaccion significativa entre los factores (F=0.80, gl=3, P=0.49). La prueba post-hoc Holm-Sidak
mostré que se obtuvo un aumento de peso en ambas sublineas en la semana 3 (t=3.52, P<0.001) y

en la semana 4 (t=4.59, P<0.001) con respecto al peso evaluado en la semana 1.
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Figura 19. Peso corporal de las ratas de alto (HY) y bajo bostezo (LY). El peso corporal difiere
significativamente entre las sublineas (ANOVA F=22.79, gl=1, P<0.001; Holm-Sidak
***¥P<0.001). Existe un aumento de peso en ambas sublineas, siendo significativo en el tiempo
de exposicidn en las semanas 3 y 4 bajo los efectos del alcohol (ANOVA F=7.86, gl=3, P<0.001;
Holm-Sidak ##pP<0.001).

9.1.4 Ingesta de alimento
Se determind la cantidad de alimento (g) que consumieron las ratas de ambas sublineas durante las

4 semanas de exposicion al alcohol. Se realizdé una prueba ANOVA de dos factores, tomando como

factores a la sublinea y al tiempo de exposicién al alcohol medido en semanas.

Se obtuvo una diferencia significativa entre las semanas de exposicién al alcohol (F=6.34, gl=3,
P<0.001), siendo significativa en la semana 2 (Holm-Sidak t=4.11, P<0.001) y en la semana 3 (Holm-
Sidak t=3.01, P<0.005) con respecto a la ingesta en la semana 1. No se obtuvieron diferencias
significativas en las sublineas (F=0.40, gl=1, P=0.52), ni se obtuvo una interaccién sublinea X semana

(F=0.20, gl=3, P=0.89).
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Figura 20. Ingesta de alimento durante las cuatro semanas de exposicion al alcohol en ratas
de alto (HY) y bajo bostezo (LY). La ingesta de alimento difiere significativamente en el tiempo
de exposicidn al alcohol (ANOVA F=6.34, gl=3, ***P<0.001), habiendo un aumento significativo
en la ingesta de alimento en la semana 2 (Holm-Sidak ***P<0.001) y en la semana 3 (Holm-

Sidak *P<0.005) con respecto a la semana 1 en ambas sublineas.

9.1.5 Ingesta total de calorias
Se analizd el total de calorias ingeridas que provinieron del alimento, la solucidn de alcohol y el agua,

los cuales estuvieron disponibles ad libitum durante las 4 semanas de experimentacién. Se realizé
una prueba ANOVA de dos factores, tomando como factores a la sublineas y el tiempo expresado
en semanas. Se obtuvo una diferencia significativa en las semanas (F=4.48, gl=3, P<0.009),
obteniéndose un aumento significativo en la semana 2 (Holm-Sidak t=3.42, P<0.002), pero no se
obtuvieron diferencias significativas entre ambas sublineas (F=0.90, gl=1, P=0.34), ni una interaccién

entre los factores (F=0.20, gl=3, P=0.89).
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Figura 21. Calorias totales consumidas en ratas de alto (HY) y bajo bostezo (LY). Existe un
aumento significativo de la cantidad de calorias ingeridas entre la semana 2 (ANOVA F=4.48,
gl=3, P<0.009; Holm-Sidak #P<0.002). No se obtuvieron diferencias significativas entre las

sublineas en ninguna de las semanas evaluadas (ANOVA F=0.90, gl=1, P=0.34).

9.1.6 Calorias derivadas de la ingesta de alcohol
Se analizaron las calorias provenientes Unicamente de la ingesta de alcohol durante las 4 semanas

de experimentacion en ambas sublineas. Se realizé una prueba ANOVA de dos factores,
considerando a la sublinea y al tiempo de exposicidn al alcohol en semanas como factores. Existe
una diferencia significativa en la sublinea (F=17.21, gl=1, P<0.001) y en el tiempo de exposicion
(F=7.45, gl=3, P<0.001), pero no existe una interaccién significativa entre ambos factores (F=0.38,
gl=3, P=0.76). Las ratas LY tuvieron una menor cantidad de calorias aportadas por la ingesta de
alcohol en la semana 2 (Holm-Sidak t=2.23, P<0.03), en la semana 3 (Holm-Sidak t=2.43, P<0.01) y
en la semana 4 (Holm-Sidak t=2.46, P<0.01). También se obtuvo una reduccion significativa en las
ratas LY en la semana 2 (Holm-Sidak t=3.20, P<0.002) en la semana 3 (Holm-Sidak t=3.27, P<0.002)

y en la semana 4 (Holm-Sidak t=2.17, P<0.009) con respecto a la semana 1.
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Figura 22. Calorias totales consumidas por la ingesta de alcohol en ratas de alto (HY) y bajo
bostezo (LY). La cantidad de calorias ingeridas por semana difieren significativamente entre las
ratas LY y HY en la semana 2 (ANOVA F=17.21, gl=3, P<0.001; Holm-Sidak *P<0.03) en la semana
3 (ANOVA F=17.21, gl=3, P<0.001; Holm-Sidak **P<0.01) y la semana 4 (ANOVA F=17.21, gl=3,
P<0.001; Holm-Sidak **P<0.01). Ademas, se obtuvo una diferencia significativa en las ratas LY
a partir de la semana 2 (ANOVA F=7.45, gl=3, P<0.001; Holm-Sidak #P<0.02), semana 3 (ANOVA
F=7.45, gl=3, P<0.001; Holm-Sidak #P=0.002) y en la semana 4 (ANOVA F=7.45, gl=3 P<0.001;

Holm-Sidak #P<0.009) con respecto a la semana 1.

9.2 Prueba de laberinto en cruz elevado
Para determinar las diferencias conductuales entre ambas sublineas en condiciones control y

después de la ingesta cronica de alcohol, se tomaron como criterios el tiempo de permanencia en
los brazos abiertos, brazos cerrados y el centro en el laberinto en cruz elevado; ademas del nimero
de entradas hacia los brazos abiertos, los cerrados y hacia el centro del laberinto. Adicionalmente,
se midieron otras conductas de exploracién, como los son las exploraciones verticales o erguidos, el
numero de veces que las ratas asomaron la cabeza por los bordes de los brazos abiertos o “head

dips”, asi como el numero de las caidas del aparato.
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9.2.1 Tiempo de permanencia en los brazos abiertos, cerrados y en el centro del laberinto
en cruz elevado.
No se obtuvo una diferencia significativa en el tiempo de permanencia en el centro entre las

sublineas (ANOVA F=0.004, gl=1, P=0.95), entre las condiciones (ANOVA F=2.83, gl=1, P=0.11), ni
una interaccién entre los factores (ANOVA F=0.001, gl=1, P=0.97). No se obtuvo una diferencia
significativa en el tiempo de permanencia en los brazos abiertos del laberinto entre las sublineas
(ANOVA F=1.89, gl=1, P=0.19), entre las condiciones (ANOVA F=0.07, gl=1, P=0.79), ni una
interaccion entre los factores (ANOVA F=2.76, gl=1, P=0.12). Tampoco se obtuvieron diferencias
significativas en el tiempo de permanencia en los brazos cerrados del laberinto entre las sublineas
(ANOVA F=3.42, gl=1, P=0.09), entre las condiciones (ANOVA F=0.05, gl=1, P=0.82), ni una
interaccion entre los factores (ANOVA F=1.53, gl=1, P=0.24).
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Figura 23. Porcentaje de la duracién de la permanencia en brazos abiertos, cerrados o en el
centro del laberinto en ratas de alto (HY) y bajo bostezo (LY) en condiciones control y después
de la ingesta de alcohol (AL). No se obtuvieron diferencias significativas entre las sublineas ni

entre la condicién control y después de la ingesta de alcohol.

9.2.2 Numero de entradas a los brazos abiertos, brazos cerrados o al centro del laberinto.
Se evalldo el nimero de entradas a los brazos abiertos, a los brazos cerrados o en el centro del

laberinto de las ratas en cada grupo. Para el nimero de entradas al centro del laberinto, no se
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obtuvieron diferencias significativas entre las sublineas (ANOVA F=1.22, gl=1, P=0.29), entre ambas
condiciones (ANOVA F=1.22, gl=1, P=0.29), ni una interaccion entre los factores (ANOVA F=2.27,
gl=1, P=0.16). No se obtuvieron diferencias significativas en el nimero de entradas en los brazos
abiertos entre las sublineas (ANOVA F=0.88, gl=1, P=0.36), ni entre las condiciones (ANOVA F=0.63,
gl=1, P=0.44), sin embargo, se obtuvo una interaccidn significativa entre los factores (ANOVA F=5.05,
gl=1, P=0.04); ya que se obtuvo un un aumento en el nimero de entradas a los brazos abiertos en
las ratas LY después de la ingesta de alcohol (Holm-Sidak t=2.24, P=0.04). Tampoco se obtuvieron
diferencias significativas en el nimero de entradas a los brazos cerrados entre las sublineas (ANOVA
F=1.22, gl=1, P=0.29), entre las condiciones (ANOVA F=0.36, gl=1, P=0.55), ni entre los factores
(ANOVA F=0.67, gl=1, P=0.42).
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Figura 24. Niumero de entradas al centro, a los brazos abiertos y cerrados en el laberinto en
cruz elevado en ratas de alto (HY) y bajo bostezo (LY) en condiciones control y después de la
ingesta de alcohol (AL). El nimero de entradas al laberinto en cruz elevado aumenté en las

ratas LY después de la ingesta de alcohol (ANOVA F=5.05, gl=1, P=0.04, Holm-Sidak P=0.04).

9.2.3 Conductas exploratorias evaluadas en el laberinto en cruz elevado
Se determind el nimero de los asomos de la cabeza por los bordes de los brazos abiertos en el

laberinto en cruz elevado o “head dips”, el nimero de veces en que la rata se apoyaba sobre sus

extremidades posteriores o erguidos y las caidas desde los brazos abiertos del laberinto. Para el
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numero de “head dips” se obtuvieron diferencias significativas entre las sublineas (ANOVA F=9.93,
gl=1, P=0.009) siendo en las ratas LY las que efectuaron asomos con respecto a las HY (Holm-Sidak
t=3.36, P=0.006) en los grupos con ingesta de alcohol (AL). Sin embargo, no se obtuvo una diferencia
significativa entre las condiciones (ANOVA F=0.04, gl=1, P=0.84), ni una interaccién significativa
entre los factores (ANOVA F=3.16, gl=1, P=1.0). No se obtuvo una diferencia significativa en el
numero de erguidos entre las sublineas (ANOVA F=1.50, gl=1, P=0.24), entre las condiciones (ANOVA
F=2.24, gl=1, P=0.16), ni una interaccion significativa sublinea X condicién (ANOVA F=1.50, gl=1,
P=0.24). Para el nUmero de caidas, se obtuvo una diferencia significativa entre las sublineas (ANOVA
F=8.46, gl=1, P=0.01) ya que se presentaron un mayor nimero de caidas en las ratas LY (Holm-Sidak
t=2.90, P=0.01) con respecto a las HY, las cuales no presentaron ninguna caida, pero no entre las
condiciones (ANOVA F=1.35, gl=1, P=0.26), ni se obtuvo una interaccién significativa entre los

factores (ANOVA F=1.35, gl=1, P=0.26).
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Figura 25. Numero de conductas de exploracion en el laberinto en cruz elevado en ratas de
alto (HY) y bajo bostezo (LY) en condiciones control y después de la ingesta de alcohol (AL).
Las ratas LY presentaron un mayor numero de asomos o “head dips” con respecto a las ratas
HY en los grupos con ingesta al alcohol (ANOVA F=9.93, gl=1, P=0.009; Holm-Sidak P=0.006).
Las ratas LY tuvieron mayor numero de caidas con respecto a las ratas HY (ANOVA F=8.46, gl=1,

P=0.01; Holm-Sidak P=0.01).

72



9.3 Ciclo suefio-vigilia en las ratas de alto y bajo bostezo

9.3.1 Latencias al suefio de ondas lentas y al suefio con movimientos oculares rapidos
Para el andlisis de la latencia al suefio de ondas lentas y de suefio MOR, se analizé6 mediante una

prueba ANOVA de dos factores, siendo estos la sublinea y las condiciones control, después de la
exposicion al alcohol como Unica fuente de hidratacién por 7 dias (fase AL1), o a la exposicion al

alcohol y agua en un paradigma de libre eleccion (fase AL2).

Para el SOL (Figura 25A), no se obtuvieron diferencias significativas entre las sublineas (F=0.38, gl=1,
P=0.54), entre las condiciones (F=0.33, gl=2, P=0.71), ni una interaccion sublinea X condicién
(F=0.71, gl=2, P=0.49). En el caso del sueifio MOR (Figura 25B), tampoco se obtuvieron diferencias
significativas entre ambas sublineas (F=2.64, gl=1, P=0.11), entre las condiciones (F=0.92, gl=2,

P=0.40), ni una interaccién sublinea X condicién (F=0.40, gl=2, P=0.66).
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Figura 26. Latencia al suefio de ondas lentas y del suefio con movimientos oculares rapidos
en ratas de alto (HY) y bajo bostezo (LY) en condiciones control y después de la ingesta de
alcohol. A) Latencia al primer episodio de SOL. No se obtuvieron diferencias significativas entre
las sublineas (ANOVA F=0.38, gl=1, P=0.54), ni entre las condiciones control y las fases AL1y
AL2 (ANOVA F=0.33, gl=2 P=0.71). B) Latencia al primer episodio de suefio MOR. Tampoco se
obtuvieron diferencias significativas entre las sublineas (ANOVA F=2.64, gl=1, P=0.11), ni entre
las condiciones (ANOVA F=0.92, gl=2, P=0.40). Las siglas AL1 corresponden al registro de suefio
realizado después la primera fase de exposicion al alcohol como Unica fuente de hidratacion
durante 7 dias, y AL2 corresponde al registro de suefo realizado después de la fase de la

evaluacion de la preferencia al alcohol durante 3 semanas en un paradigma de libre eleccién.
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9.3.2 Duracion total de la vigilia, suefio de ondas lentas y suefio con movimientos oculares
rdpidos en ratas de alto y bajo bostezo en las condiciones control y después de la ingesta
de alcohol

Para el andlisis de la duracién total de la vigilia, SOL y suefio MOR, se realizd una prueba ANOVA de

dos factores, tomando como factores la sublinea y a la condicion control, después de la exposicidn
al alcohol como Unica fuente de hidratacidn por 7 dias (fase AL1) y después de la exposicidn a alcohol

y agua en un paradigma de libre eleccién por 3 semanas (fase AL2).

En la duracién de la vigilia (véase Figura 26A), se obtuvieron diferencias significativas entre ambas
sublineas (F=16.79, gl=1, P<0.001), entre las condiciones (F=6.55, gl=2, P=0.004), con una
disminucion significativa de la duracion de la vigilia en la fase AL1 (Holm-Sidak t=3.14, P=0.003) y en
la fase AL2 (Holm-Sidak t=3.13, P=0.003) con respecto al control, pero no se obtuvo una interaccién
entre los factores (F=0.17, gl=2, P=0.84). Para el SOL (vease Figura 26B), se obtuvieron diferencias
significativas entre ambas sublineas (P=9.92, gl=1, P=0.003) y entre las condiciones (P=5.26, gl=1,
P<0.01), con un aumento significativo de la duracion del SOL en la fase AL1 (Holm-Sidak t=3.01,
P=0.005) y en la fase AL2 (Holm-Sidak t=2.56, P=0.01), pero no se obtuvo una interaccion entre los
factores (P=0.33, gl=1, P=0.72). En la duracidn del sueifio MOR (véase Figura 26C) sélo se obtuvo una
diferencia significativa entre ambas sublineas (P=8.77, gl=1, P=0.005), pero no se obtuvieron
diferencias significativas entre las condiciones (P=0.51, gl=2, P=0.61) ni una interaccién entre los

factores (P=0.64, gl=2, P=0.53).
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Figura 27. Duracion total de la vigilia, suefio de ondas lentas y suefio con movimientos
oculares rapidos en ratas de alto (HY) y bajo bostezo (LY) en las condiciones control y después
de la ingesta de alcohol. A) Duracidn total de la vigilia. Se obtuvo una diferencia significativa
entre las sublineas (ANOVA F=16.87, gl=1, P<0.001), con una disminucién significativa en las
fases AL1 (Holm-Sidak t=3.14, **P=0.003) y AL2 (Holm-Sidak t=3.13, **P=0.003). B) Duracion
total del SOL. Se obtuvo una diferencia significativa entre las sublineas (ANOVA P=9.92, gl=1,
&p=0.003), con un aumento en la duracién del SOL en las fases AL1 (Holm-Sidak P=5.25,
**p<0.01) y AL2 (Holm-Sidak t=2.56, **P=0.01) con respecto al control. C) Duracion total del
suefio MOR. Se obtuvo una diferencia entre las sublineas (ANOVA P=8.770, gl=1, ¥P=0.005).

9.3.3 Distribucién temporal de la duracion del suefio de ondas lentas y suefio con
movimientos oculares rapidos durante las 24 h de registro en condiciones control y después
de la ingesta de alcohol

Se analizaron los porcentajes totales de la duracidn de la vigilia, del SOL y del suefio MOR de las

ratas HY y LY distribuidas a lo largo de las 24 h del registro en condiciones control, después de la
exposicion al alcohol como unica fuente de hidratacién por 7 dias (fase AL1) y después de la

exposicidon a alcohol y agua en un paradigma de libre eleccién (fase AL2).

Bajo la condicidon control, las ratas HY tienen un porcentaje de la vigilia de 56.83 + 2.88, 35.67 + 3.09
de SOLy 7.79 + 9.47 de suefio MOR; mientras que las ratas LY tienen 52.15 + 3.5 de vigilia, 37.60 +
60 de SOL y 9.13 + 11.11 de suefio MOR, siendo significativamente diferentes las sublineas en el
porcentaje de la vigilia (t de Student t=2.70, gl=12, P<0.01) y en el suefio MOR (t de Student t=61.00,
gl=12, P<0.04).

En la fase AL1, las ratas HY tienen un porcentaje de 52.1743.60 de la vigilia, 37.92+1.02 de SOL y
9.36+1.53 de suefio MOR; mientras que las ratas LY tienen 48.70+3.03 de vigilia, 41.42+1.20 de SOL
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y 9.93+0.36 de suefio MOR, obteniéndose diferencias significativas entre las sublineas Unicamente

en el porcentaje del SOL (t de Student t=2.22, gl=12, P<0.04).

Por ultimo, bajo la condicidon de la fase AL2, las ratas HY tienen un porcentaje de la duracién total
de la vigilia de 52.85+3.54, 38.26+0.9 de SOL y 8.36+0.63 de sueifio MOR; mientras que las ratas LY
tienen un porcentaje de 47.97£3.66 de la vigilia, 42.05£1.24 de SOL y 9.90+0.54 de suefio MOR,
obteniéndose diferencias significativas entre las sublineas en el porcentaje de la vigilia (t de Student

t=2.50, gl=12, P<0.02) y del SOL (t de Student t=2.45, gl=12, P<0.03).
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Figura 28. Distribucion temporal del porcentaje de la duracidn total de la vigilia, suefio de
ondas lentas y sueiio con movimientos oculares rapidos en ratas de alto (HY) y bajo bostezo
(LY) en las condiciones control y después de la ingesta de alcohol. Se muestra el patrén del
ciclo suefio-vigilia durante las 24 h de registro. Existen diferencias significativas entre las
sublineas en la vigilia (t de Student P<0.01) y el suefio MOR (t de Student P<0.04) en la condicidn
control; en el SOL de la fase AL1 (t de Student t=2.22, P<0.04) y en la vigilia (t de Student P<0.02)
y en el suefio MOR (t de Student P<0.03) en la condicion de la fase AL2. Las siglas AL1
corresponden al registro de suefio realizado después la exposicion al alcohol como Unica fuente
de hidratacién durante 7 dias, y AL2 corresponde al registro de suefio realizado después 3

semanas de exposicién al alcohol y agua en un paradigma de libre eleccion.
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Para un analisis mas detallado de la variacidén entre las condiciones de las fases AL1 y AL2 con
respecto al control en la distribucién temporal del SOL y suefio MOR durante las 24 h de registro, se
realizdé una prueba ANOVA para medidas repetidas de dos factores, tomando como factores a las

condiciones control, fase AL1 o AL2 y al tiempo evaluado en el nimero de horas de cada estado.

En las ratas HY en la fase AL1, se obtuvo una diferencia significativa para el SOL (véase Figura 28A)
entre las condiciones (F=20.32, gl=1, P<0.003) y el tiempo en cada estado (F=12.01, gl=11, P<0.001),
habiendo una diferencia significativa entre las condiciones control y en la fase AL1 a las 0300 h
(Holm-Sidak t=2.48, P<0.01). Sin embargo, no se obtuvo una interaccion significativa entre la
condicién X tiempo (F=1.31, gl=11, P=0.23). En el caso del suefio MOR de ratas HY en la fase AL1
(véase Figura 28B), se obtuvo una diferencia significativa entre las fases (F=7.46, gl=1, P<0.02), en el
tiempo (F=7.14, gl=11, P<0.001), y en la interaccién significativa fase X tiempo (F=2.73, gl=11,
P<0.005). Mediante una prueba post-hoc de Holm-Sidak se obtuvo una diferencia significativa entre
la duracién en la fase AL1 con respecto al control a las 1700 h (t=2.44, P<0.01), a las 2300 h (t=2.36,
P<0.02) y alas 0300 h (t=3.97, P<0.001).

En las ratas HY bajo la fase AL2 (véase Figura 28C), se obtuvo una diferencia significativa entre las
condiciones control y la fase AL2 (F=15.07, gl=1, P<0.006) y en el tiempo (F=20.56, gl=11, P<0.001),
pero no una interaccién significativa condicion X tiempo (F=1.16, gl=11, P=0.32) en la duracién de
SOL. En el caso del suefio MOR en ratas HY bajo la fase AL2 (Figura 28D), se obtuvo una diferencia
significativa en el tiempo (F=6.45, gl=11, P<0.001) y una interaccién significativa fase X tiempo
(F=2.27, gl=11, P<0.01). Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre las
condiciones (F=0.02, gl=1, P=0.88). Mediante una prueba post-hoc de Holm-Sidak se obtuvo una
diferencia significativa entre la duracion del suefio MOR en las condiciones AL con respecto al

control a las 1100 h (t=3.15, P<0.002).
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Figura 29. Distribucion temporal de la duracién del sueiio de ondas lentas y suefio con
movimientos oculares rapidos en ratas de alto bostezo (HY) después de la ingesta de alcohol.
A) Duracién de SOL en la condicidn de la fase AL1. Existe una reduccidn significativa a las 0300
con respecto al control (ANOVA F=20.32, gl=1, P<0.003; Holm-Sidak **P<0.01). B) Duracion de
suefio MOR en condicion de la fase AL1. Existe una reduccién significativa a las 1700 (ANOVA
F=2.73, gl=11, P<0.005; Holm-Sidak **P<0.01), 2300 (ANOVA F=2.73, gl=11, P<0.005; Holm-
Sidak *P<0.02) y 0300 (ANOVA F=2.73, gl=11, P<0.005; Holm-Sidak ***P<0.001). C) Duracidn
de SOL en la condicidn de la fase AL2. No existen diferencias significativas entre la condicién
AL2 con respecto al control en ningih momento. D) Duracién de suefio MOR en la condicidon
de la fase AL2. Existe un aumento significativo con respecto al control a las 1100 (F=2.27, gl=11,
P<0.01; Holm-Sidak **P<0.002). La constante en cero representa a las duraciones control. Las
barras blancas y negras representan las fases de luz y oscuridad. Los asteriscos sefialan las

diferencias significativas con respecto al control.

Para el caso de las ratas LY, se obtuvo una diferencia significativa entre las condiciones control y la
fase AL1 (F=10.75, gl=1, P<0.02), en el tiempo (F=6.60, gl=11, P<0.001) y también una interaccion
condicidn X tiempo (F=2.20, gl=11, P<0.02) para el SOL (Figura 29A). Al analizar los datos mediante

la prueba post-hoc Holm-Sidak se obtuvo una diferencia significativa entre la duracién de SOL a las
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0700 h (t=2.04, P<0.04), a las 1300 h (t=3.92, P<0.001) y a las 0500 h (t=2.31, P<0.02). En el caso del
suefio MOR (Figura 29B) se obtuvieron diferencias significativas en el tiempo (F=6.09, gl=11,
P<0.001), pero no entre las condiciones (F=0.09, gl=1, P=0.76), ni interaccién condicion X tiempo
(F=1.79, gl=11, P=0.07). Empleando la prueba post-hoc Holm-Sidak se obtuvo una diferencia
significativa en la duracién de suefio MOR con respecto al control a las 1300 h (t=2.71, P<0.009) y a

las 0500 h (t=2.62, P<0.01).

En las ratas LY bajo la condicién de la fase AL2, se obtuvo una diferencia significativa en la duracién
de SOL (Figura 29C) entre las condiciones (F=7.98, gl=1, P<0.03), en el tiempo (F=10.02, gl=11,
P<0.001) y una interaccion condicién X tiempo (F=2.83, gl=11, P<0.005). Empleando la prueba post-
hoc se obtuvo una diferencia significativa en la duracién del SOL en AL2 con respecto al control a las
0900 h (t=2.81, P<0.007), a las 1300 h (t=3.14, P<0.003), a las 15 h (t=2.43, P<0.01) y a las 0500 h
(t=2.90, P<0.005). En el analisis del suefio MOR (Figura 29D), se obtuvo una diferencia significativa
en el tiempo (F=5.71, gl=11, P<0.001), pero no se obtuvieron diferencias entre las condiciones
(F=5.71, gl=1, P=0.75) ni una interaccién condicién X tiempo (F=1.66, gl=11, P=0.10). Empleando la
prueba post-hoc Holm-Sidak se obtuvo una diferencia significativa a las 0500 h (t=3.27, P<0.002).
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Figura 30. Distribucion temporal de la duracién de sueiio de ondas lentas y suefio con
movimientos oculares rapidos en ratas de bajo bostezo (LY) después de la ingesta de alcohol.
A) Duracién de SOL en la condicidn de la fase AL1. Existe una reduccidn significativa a las 0700
(ANOVA F=2.20, gl=11, P<0.02; Holm-Sidak *P<0.04) y a las 1300 (ANOVA F=2.20, gl=11, P<0.02;
Holm-Sidak ***P<0.001), y a las 0500 hubo un aumento significativo (ANOVA F=2.20, gl=11,
P<0.02; Holm-Sidak *P<0.02) con respecto al control. B) Duraciéon de suefio MOR en la
condicion de la fase AL1. Existe una reduccion significativa con respecto al control a las 1300
(ANOVA F=6.09, gl=11, P<0.001; Holm-Sidak P<0.009) y un aumento significativo a las 0500
(ANOVA F=6.09, gl=11, P<0.001 Holm-Sidak P<0.01). C) Duracién de SOL en la condicién de la
fase AL2. Existe unareduccién a las 0900 (ANOVA F=2.17, gl=11, P<0.005; Holm-Sidak P<0.007),
a las 1300 (ANOVA F=2.17, gl=11, P<0.005; Holm-Sidak P<0.003) y a las 1500 (ANOVA F=2.17,
gl=11, P<0.005; Holm-Sidak P<0.01), también existe un aumento significativo a las 0500
(ANOVA F=6.09, gl=11, P<0.001; Holm-Sidak P<0.005) con respecto al control. D) Duracién del
suefio MOR en condicion AL2. Existe un aumento con respecto al control a las 0500 (ANOVA
F=5.71, gl=11, P<0.001; Holm-Sidak P<0.002). La constante en cero representa a las duraciones
control. Las barras blancas y negras representan las fases de luz y oscuridad. Los asteriscos

sefialan las diferencias significativas con respecto al control.
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Adicionalmente, analizamos la distribucion temporal de la duracién de SOL y del sueifio MOR en las
condiciones de las fases AL1 y AL2 con respecto a la condicion control entre ambas sublineas. Se
realizd una prueba ANOVA para medidas repetidas de dos factores, tomando como factores la

sublinea y el tiempo.

Para la duracién de SOL en la condicidn de la fase AL1 (véase Figura 30A), se obtuvo una diferencia
significativa entre las sublineas (F=10.13, gl=1, P<0.02) y en el tiempo (F=12.89, gl=11, P<0.001),
pero no una interaccion sublinea X tiempo (F=1.33, gl=11, P=0.23). Mediante una prueba post-hoc
Holm-Sidak se obtuvo una diferencia significativa entre las sublineas a las 0700 h (t=3.31, P<0.002)
y a la 0100 h (t=2.25, P<0.02). En el andlisis de la duracién de SOL en la condicién de la fase AL2
(Figura 30B) se obtuvo una diferencia significativa en el tiempo (F=9.14, gl=11, P<0.001), pero no
hubo diferencias entre las sublineas (F=1.54, gl=1, P=0.26) ni una interaccién sublinea X tiempo
(F=1.35, gl=11, P=0.22). Mediante la prueba post-hoc Holm-Sidak se obtuvo una diferencia
significativa entre las sublineas a las 0900 h (t=2.98, P<0.01) y a la 0100 h (t=2.62, P<0.01).

En el analisis de la duracién del suefio MOR en la condicidn de la fase AL1 (véase Figura 30C), se
obtuvo una diferencia en el tiempo (F=9.14, gl=11, P<0.001), pero no entre las sublineas (F=1.54,
gl=1, P=0.26) ni una interaccién sublinea X tiempo (F=1.35, gl=11, P=0.22). Mediante la prueba post-
hoc Holm-Sidak se obtuvo una diferencia significativa entre las sublineas a la 0100 h (t=2.62, P<0.01).
En el analisis de la duracion del suefio MOR en la condicion en AL2 (véase Figura 30D) se obtuvo una
diferencia significativa entre las sublineas (F=9.50, gl=1, P<0.02) y en el tiempo (F=8.64, gl=11,
P<0.001), pero no una interaccién sublinea X tiempo (F=1.84, gl=11, P=0.06). Mediante la prueba
post-hoc Holm-Sidak se obtuvo una diferencia significativa entre las sublineas a las 2300 h (t=2.15,

P<0.03) y a la 0100 h (t=3.56, P<0.001).
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Figura 31. Distribucidon temporal de la duracién del sueiio de ondas lentas y suefio con
movimientos oculares rapidos después de la ingesta de alcohol. A) Nimero de episodios de
SOL en la condicion de la fase ALL. Existe una diferencia significativa entre las sublineas a las
0700 (ANOVA F=10.13, gl=1, P<0.02; Holm-Sidak **P<0.002) y a las 1300 (ANOVA F=10.13, gl=1,
P<0.02; Holm-Sidak *P<0.02). B) Duracidn de SOL en la condicion de la fase AL2. Existe una
diferencia significativa en la entre las sublineas a las 0700 (ANOVA F=9.14, gl=1, P<0.001; Holm-
Sidak **P<0.01) y a las 0900 (ANOVA F=9.14, gl=1, P<0.001; Holm-Sidak **P<0.01). C) Duracion
del suefio MOR en la condicién de la fase AL1. Existe una diferencia entre las sublineas a las
1300 (ANOVA F=9.14, gl=1, P<0.001; Holm-Sidak **P<0.01). D) Duracién de MOR en la
condicion de la fase AL2. Se muestra una diferencia significativa entre las sublineas a las 2300
(ANOVA F=9.50, gl=1, P<0.02; Holm-Sidak *P<0.03) y a la 0100 (ANOVA F=9.50, gl=1, P<0.02;
Holm-Sidak **P<0.001). La constante en cero representa a las duraciones control. Las barras
blancas y negras representan las fases de luz y oscuridad. Los asteriscos sefialan las diferencias
significativas con respecto al control. Las siglas AL1 corresponden al registro de suefo realizado
después la exposicion al alcohol como Unica fuente de hidrataciéon durante 7 dias, y AL2
corresponde al registro de suefio realizado después 3 semanas de exposicion al alcohol y agua

en un paradigma de libre eleccidn.
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9.3.4 Numero de episodios y su duracién promedio de suefio de ondas lentas y suefio con
movimientos oculares rapidos en ratas de alto y bajo bostezo en las condiciones control y
después de la ingesta de alcohol.

Analizamos el nimero de episodios de SOL y suefio MOR y su duracidon promedio en las fases de luz

y oscuridad en las ratas HY y LY en condiciones control y después de la exposicion al alcohol como
Unica fuente de hidratacién por 7 dias (AL1) y después de la exposicién a alcohol y agua en un
paradigma de libre eleccion (AL2). Para este fin los datos se analizaron mediante una prueba ANOVA

de dos factores, tomando como factores a la sublinea y a la condicion.

En el analisis del nimero de episodios de SOL en la fase de luz (véase Figura 31A), se obtuvo una
diferencia significativa entre las sublineas (F=5.16, gl=1, P<0.02), pero no en las condiciones (F=2.16,
gl=2, P=0.12), ni una interaccion sublinea X condicién (F=0.55, gl=2, P=0.58). Mediante la prueba
post-hoc Holm-Sidak se obtuvo una diferencia significativa entre las sublineas en la condicién control
(t=2.16, P<0.03). En la duracion promedio de SOL en la fase de luz (véase Figura 31B), existe una
diferencia significativa entre las condiciones (F=3.91, gl=2, P<0.02), pero no una diferencia
significativa entre las sublineas (F=0.53, gl=2, P=0.47) ni una interaccidn sublinea X condicién
(F=1.48, gl=2, P=0.24). Empleando la prueba post-hoc Holm-Sidak se obtuvieron diferencias
significativas en las ratas LY entre las condiciones ALl (t=2.72, P<0.01) y AL2 (t=2.4, P<0.02) con

respecto a su respectivo control.

En la fase de oscuridad, el numero de episodios de SOL (véase Figura 31C) no se obtuvieron
diferencias significativas entre las sublineas (F=0.07, gl=1, P=0.79), entre las condiciones (F=0.15,
gl=2, P=0.85) ni unainteraccién sublinea X condicidn (F=2.26, gl=2, P=0.11). En la duracién promedio
de SOL (véase Figura 31D), se obtuvieron diferencias significativas entre las sublineas (F=11.05, gl=1,
P<0.002), pero no entre las condiciones (F=0.53, gl=2, P=0.59), ni una interaccion sublinea X
condicidn (F=0.65, gl=2, P=0.52). Mediante la prueba post-hoc Holm-Sidak se obtuvo una diferencia

significativa entre las sublineas en la condicién AL2 (t=2.79, P<0.01).
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Figura 32. Numero de episodios de suefio de ondas lentas y su duracion promedio en las fases
de luz y oscuridad en las condiciones control y después de la ingesta de alcohol en ratas de
alto (HY) y bajo bostezo (LY). A) Numero de episodios de SOL en la fase de luz. Existe una
diferencia significativa en la condiciéon control entre las sublineas (ANOVA F=5.16, gl=1, P<0.02;
Holm-Sidak *P<0.03). B) Duracion promedio de los episodios de SOL en la fase de luz. Existen
diferencias significativas en las ratas LY en las condiciones AL1 (ANOVA F=3.91, gl=2, P<0.02;
Holm-Sidak, **P<0.01) y AL2 (ANOVA F=3.91, gl=2, P<0.02 Holm-Sidak *P<0.02) con respecto
al control. C) Nimero de episodios de SOL en la fase de oscuridad. No hay diferencias entre las
sublineas ni entre las condiciones. D) Duracion promedio de los episodios de SOL en la fase de
oscuridad. Existe una diferencia significativa entre las sublineas en la condicion AL2 (ANOVA
F=11.05, gl=1, P<0.002; Holm-Sidak **P<0.01). Las siglas AL1 corresponden al registro de suefio
realizado después la exposicidn al alcohol como Unica fuente de hidratacion durante 7 dias, y
AL2 corresponde al registro de suefio realizado después 3 semanas de exposicion al alcohol y

agua en un paradigma de libre eleccidn.

Para el nimero de episodios de suefio MOR (Figura 32A) en el periodo de oscuridad no se obtuvieron
diferencias significativas entre las sublineas (F=1.02, gl=1, P=0.31), entre las condiciones (F=0.18,

gl=2, P=0.83) ni unainteraccién sublinea X condicidn (F=1.22, gl=2, P=0.30). En la duracién promedio

84



del suefio MOR (Figura 32B) tampoco se obtuvieron diferencias significativas entre las sublineas
(F=0.01, gl=1, P=0.90), las condiciones (F=1.06, gl=2, P=0.35), ni una interaccién sublinea X condicion
(F=0.22, gl=2, P=0.80).

En la fase de oscuridad, el nimero de episodios de suefio MOR (véase Figura 32C) no se obtuvieron
diferencias significativas entre las sublineas (F=0.002, gl=1, P=0.96), entre las condiciones (F=0.76,
gl=2, P=0.47) ni unainteraccion sublinea X condicién (F=0.45, gl=2, P=0.63). En el caso de la duracion
promedio de MOR (véase Figura 32D) hubo una diferencia significativa entre las sublineas (F=67,42,
gl=1, P<0.001), pero no hubo diferencias significativas entre las condiciones (F=0.39, gl=2, P=0.67)
ni una interaccion sublinea X condicién (F=0.77, gl=2, P=0.46). La prueba post-hoc Holm-Sidak
mostré que las diferencias significativas entre las sublineas se obtuvieron en las condiciones control

(t=5.71, P<0.001), AL1 (t=4.01, P<0.001) y en la fase AL2 (t=4.48, P<0.001).
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Figura 33. Numero de episodios y su duracion promedio de sueiio con movimientos oculares
rapidos en las fases de luz y oscuridad en las condiciones control y después de la ingesta de
alcohol en ratas de alto (HY) y bajo bostezo (LY). A) Numero de episodios de suefio MOR en
la fase de luz. No hay diferencias significativas entre las sublineas en ninguna de las condiciones.

B) Duracién promedio de los episodios de suefio MOR en la fase de luz. No existen diferencias
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significativas entre las sublineas en ningunas de las condiciones. C) Numero de episodios de
suefio MOR en la fase de oscuridad. No existen diferencias significativas entre las sublineas en
ningunas de las condiciones. D) Duracion promedio de los episodios de suefio MOR en la fase
de oscuridad. Existen diferencias significativas entre las sublineas en las condiciones control
(ANOVA F=67.42, gl=1, P<0.001; Holm-Sidak ***P<0.001), en la fase AL1 (ANOVA F=67.42,
P<0.001; Holm-Sidak ***P<0.001) y en la fase AL2 (ANOVA F=67.42, gl=1, P<0.001 Holm-Sidak,
***¥P<0.001). Las siglas AL1 corresponden al registro de suefio realizado después la exposicién
al alcohol como Unica fuente de hidratacion durante 7 dias, y AL2 corresponde al registro de
suefio realizado después 3 semanas de exposicion al alcohol y agua en un paradigma de libre

eleccién.

9.3.5 Distribucion temporal del niumero de episodios de suefio de ondas lentas y
suefio con movimientos oculares rapidos en ratas de alto y bajo bostezo después de

la ingesta de alcohol
Para el andlisis de la distribucién temporal del nimero de episodios de SOLy de sueifio MOR durante

las 24 h de registro, se realizd una prueba ANOVA para medidas repetidas de dos factores, tomando
como factores a las condiciones control, la exposicién al alcohol como unica fuente de hidratacidon
en la fase AL1 o después de la exposicidon a alcohol y agua en un paradigma de libre eleccién en la

fase AL2 y como factor de medidas repetidas al tiempo expresado en horas (h).

9.3.5.1 Distribucién temporal del suefio de ondas lentas y el suefio con movimientos oculares rapidos
en ratas de alto bostezo
En el nimero de episodios de SOL en la condicidn de la fase AL1 (véase Figura 33A) se obtuvo una

diferencia significativa en el tiempo (F=10.39, gl=11, P<0.001) y una interaccién significativa
condicidén X tiempo (F=2.0, gl=11, P<0.04), pero no una diferencia entre ambas sublineas (F=0.67,
gl=1, P=0.43). La prueba post-hoc Holm-Sidak mostrd que las diferencias significativas se obtuvieron
a las 1100 h (t=2.19, P<0.03), a las 2300 h (t=2.97, P<0.004) y a las 0300 h (t=2.61, P<0.01) con
respecto al grupo control. En cuanto al nimero de episodios de suefio MOR en la condicidon de la
fase AL1 (véase Figura 33B) hubo una diferencia significativa en el tiempo (F=5.99, gl=11, P<0.001)
pero no entre las condiciones (F=1.49, gl=2, P=0.26) ni una interaccion condicion X tiempo (F=1.65,
gl=11, P=0.10). La prueba post-hoc Holm-Sidak mostrd diferencias significativas a las 2300 h (t=2.03,
P<0.04) y a las 0300 h (t=3.02, P<0.003).

En el niumero de episodios de SOL en la condicidn de la fase AL2 (véase Figura 33C) se obtuvieron
diferencias significativas entre las condiciones (F=10.31, gl=1, P<0.01), y en el tiempo (F=10.28,

gl=11, P<0.001), pero no hubo una interaccién significativa condicion X tiempo (F=1.77, gl=11,
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P=0.07). La prueba post-hoc Holm-Sidak mostré que las diferencias significativas se obtuvieron a las
2300 h (t=3.16, P<0.002) y a las 0300 h (t=2.25, P<0.02). Para el caso del nimero de episodios de
suefio MOR en la condicidn AL2 (véase Figura 33D), se obtuvieron diferencias significativas en el
tiempo (F=5.68, gl=11, P<0.001), y una interaccion significativa condicidn X tiempo (F=2.3, gl=11,
P<0.01), pero no hubo diferencias entre las condiciones (F=0.002, gl=1, P=0.98). La prueba post-hoc

Holm-Sidak mostré una diferencia significativa a las 1100 h (t=2.96, P<0.05).
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Figura 34. Numero de episodios de suefo de ondas lentas y suefio con movimientos oculares
rapidos después de la ingesta de alcohol en ratas de alto bostezo (HY). A) Numero de
episodios de SOL en la condicién de la fase AL1. Existe un aumento significativo a las 1100
(ANOVA F=2.0, gl=11, P<0.04; Holm-Sidak *P<0.03) y una reduccién significativa a las 2300
(ANOVAF=2.0, gl=11, P<0.04; Holm-Sidak **P<0.004) y a las 0300 (ANOVA F=2.0, gl=11, P<0.04;
Holm-Sidak **P<0.01) con respecto al control. B) Nimero de episodios de suefio MOR en la
condicion de la fase AL1. Existe una reduccion significativa a las 2300 (ANOVA F=5.99, gl=11,
P<0.001; Holm-Sidak *P<0.04) y a las 0300 (ANOVA F=5.99, gl=11, P<0.001; Holm-Sidak
**P<0.003) con respecto al control. C) Nimero de episodios de SOL en la condicidn de la fase
AL2. Existe una reduccidn significativa a las 2300 (ANOVA F=10.31, gl=1, P<0.01; Holm-Sidak
**P<0.002) y a las 0300 (ANOVA F=10.31, gl=1, P<0.01; Holm-Sidak *P<0.02) con respecto al
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control. D) NUumero de episodios de suefio MOR en condicién AL2. Existe un aumento
significativo a las 1100 (ANOVA F=5.68, gl=11, P<0.001; Holm-Sidak *P<0.05) con respecto al
control. La constante en cero representa a las duraciones control. Las barras blancas y negras
representan las fases de luz y oscuridad. Los asteriscos sefialan las diferencias significativas con

respecto al control.

9.3.5.2 Distribucion temporal del nimero de episodios del suefio de ondas lentas y suefio con
movimientos oculares rapidos en ratas de bajo bostezo
En cuanto al nimero de episodios de SOL en la condicidn de la fase AL1 (véase Figura 34A) se obtuvo

una diferencia significativa en el tiempo (F=9.45, gl=11, P<0.001), pero no hay diferencias entre las
condiciones (F=2.18, gl=1, P=0.20), ni una interaccion condicién X tiempo (F=1.01, gl=11, P=0.44).
Para el nimero de episodios de MOR en la condicidn de la fase AL1 (véase Figura 34B) se obtuvo
una diferencia significativa en el tiempo (F=3.07, gl=11, P<0.003), pero no entre las condiciones
(F=0.15, gl=1, P=0.71) ni una interaccién condicién X tiempo (F=1.64, gl=11, P=0.11). Se obtuvo una
diferencia significativa en el nimero de episodios de suefio MOR con respecto al control a las 0300

h (Holm-Sidak t=2.06, P<0.04).

En el caso del nimero de episodios de SOL en la condicién de la fase AL2 (véase Figura 34C) se
obtuvo una diferencia significativa en el tiempo (F= 19.38, gl=11, P<0.001), pero no hubo diferencias
significativas entre las condiciones (F=0.72, gl=1, P=0.43), ni una interaccidon condicién X tiempo
(F=1.65, gl=11, P=0.10). Se obtuvo una diferencia significativa en el nimero de episodios con
respecto al control a las 0500 h (Holm-Sidak t=2.51, P<0.01). Para el nimero de episodios de suefio
MOR en la condicidn de la fase AL2 (véase Figura 34D) se obtuvo una diferencia significativa en el
tiempo (F=6.84, gl=11, P<0.001), pero no entre las condiciones (F=1.175, gl=1, P=0.32), ni una
interaccion condicidn X tiempo (F=1.75, gl=11, P=0.08). Se obtuvieron diferencias significativas en
el niumero de episodios con respecto al control a las 1500 h (t=2.83, P<0.006) y a las 0500 h (t=2.28,
P<0.02).
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Figura 35. Numero de episodios de suefo de ondas lentas y sueiio con movimientos oculares
rapidos después de la ingesta de alcohol en ratas de bajo bostezo (LY). A) Numero de
episodios de SOL en la condicién de la fase AL1. No hay diferencias significativas en el nimero
de episodios con respecto al control. B) NiUmero de episodios de suefio MOR en la condicidn de
la fase AL1. Existe una reduccidn significativa con respecto al control a las 0300 (ANOVA F=3.07,
gl=11, P<0.003; Holm-Sidak *P<0.04). C) Numero de episodios de SOL en la condicién de la fase
AL2. Existe un aumento significativo con respecto al control a las 0500 (ANOVA F=19.38, gl=11,
P<0.001; Holm-Sidak **P<0.01). D) NUumero de episodios de suefio MOR en la condicién de la
fase AL2. Existe una reduccidn significativa con respecto al control a las 1500 (ANOVA F=6.84,
gl=11, P<0.001; Holm-Sidak **P<0.006) y un aumento a las 0500 (ANOVA F=6.84, gl=11,
P<0.001; Holm-Sidak *P<0.02). Las siglas AL1 corresponden al registro de suefio realizado
después la exposicion al alcohol como Unica fuente de hidratacién durante 7 dias, y AL2
corresponde al registro de suefio realizado después 3 semanas de exposicion al alcohol y agua

en un paradigma de libre eleccidn.
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9.3.5.3. Distribucién temporal del nimero de episodios del suefio de ondas lentas y suefio con
movimientos oculares rapidos en las ratas de alto y bajo bostezo
Para comparar la distribuciéon temporal del nimero de episodios de SOL y suefio MOR en las

condiciones de las fases AL1 y AL2 entre las sublineas, se realizé una prueba ANOVA para medidas
repetidas de dos factores, tomando como factor a las sublineas y al tiempo expresado en horas (h)

de registro.

Para el nimero de episodios de SOL en la condicidon de la fase AL1 (véase Figura 35A) se obtuvo una
diferencia significativa en el tiempo (F=9.65, gl=11, P<0.001), pero no entre las sublineas (F=0.07,
gl=1, P=0.79) ni una interaccidn sublinea X tiempo (F=1.77, gl=11, P=0.08). Se obtuvo una diferencia
significativa entre las sublineas a las 1100 h (Holm-Sidak t=1.52, P<0.03) y a las 2300 h (Holm-Sidak
t=2.15, P<0.03). En el caso del nimero de episodios de suefio MOR en la condicién de la fase AL1
(véase Figura 35B), se obtuvo una diferencia significativa en el tiempo (F=5.71, gl=11, P<0.001), pero
no entre las sublineas (F=0.29, gl=1, P=0.61), ni una interaccién sublinea X tiempo (F=0.37, gl=11,

P=0.96).

En el caso del nimero de episodios de SOL en la condicién de la fase AL2 (véase Figura 35C) se
obtuvo una diferencia en el tiempo (F=26.05, gl=11, P<0.001), pero no entre las sublineas (F=0.51,
gl=1, P=0.50), ni una interaccién sublinea X tiempo (F=0.82, gl=11, P=0.61). En el numero de
episodios de sueifio MOR en la condicidn de la fase AL2 (véase Figura 35D), se obtuvo una diferencia
significativa en el tiempo (F=11.02, gl=11, P<0.001), pero no entre las sublineas (F=0.17, gl=1,
P=0.69) ni una interaccion sublinea X tiempo (F=1.87, gl=11, P=0.06).
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Figura 36. Numero de episodios de suefio de ondas lentas y suefio de movimientos oculares
rapidos después de la ingesta de alcohol entre las sublineas. A) NiUmero de episodios de SOL
en la condicion de la fase ALL. Existen diferencias significativas entre las sublineas a las 0900 h
(ANOVA F=9.65, gl=11, P<0.001; Holm-Sidak *P<0.03) y las 2300 h (ANOVA F=9.65, gl=11,
P<0.001; Holm-Sidak *P<0.03). B) Nimero de episodios de suefio MOR en condicién AL1. No
existen diferencias significativas entre las sublineas. C) Nimero de episodios de SOL en
condicidn AL2. No existen diferencias significativas entre las sublineas. D) Nimero de episodios

de suefio MOR en condicién AL2. No existen diferencias significativas entre las sublineas.

9.3.6 Analisis del ciclo suefio-vigilia mediante COSINOR en las ratas de alto y bajo bostezo en
condiciones control y después de la ingesta de alcohol
A continuacién, se muestran los componentes del andlisis COSINOR para la vigilia, SOL y suefio MOR

en ambas sublineas en condiciones control y después de la ingesta de alcohol en las fases AL1y AL2.
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Tabla 2. Componentes COSINOR para la duracion de la vigilia en ratas HY y LY

Condicién MESOR Amplitud Acrofase
HY  Control 66.27 (62.50, 70.05) 21.38 (14.45, 28.32) -4.86 (-5.12, -4.56)
ALl 63.03 (58.78, 67.27) 13.89 (10.49, 17.28) -5.07 (-5.52, -4.56)
AL2 63.20 (59.43, 66.98) 18.06 (13.63, 22.49) -5.24 (-5.48, -5.07)
LY Control 62.58 (58.05, 67.11) 5.13 (-12.97, 23.23) -4.66 (NA)
ALl 58.44 (54.63, 62.26) 10.23 (2.13, 18.33) -5.12 (-5.66, -4.34)
AL2 57.58 (52.97, 62.18) 15.95 (7.40, 24.50) -5.16 (-5.57, -4.99)

Tabla 3. Componentes COSINOR para la duracion del sueiio de ondas lentas en ratas HY y LY

Condicion MESOR Amplitud Acrofase
HY Control 42.52 (39.29, 45.76) 17.50 (11.06, 23.94) -1.67 (-1.94, -1.38)
AL1 45.68 (42.90, 48.46) 14.61 (10.44, 18.79) -1.75 (-2.08, -1.31)
AL2 46.02 (43.40, 48.64) 16.58 (12.63, 20.53) -1.92 (-2.12, -1.76)
LY Control 45.13 (39.96, 50.30) 9.45 (-3.32, 22.21) -1.36 (NA)
ALl 49.71 (46.00, 53.41) 13.74 (7.80, 16.69) -1.58 (-1.79, -1.30)
AL2 50.47 (46.64, 54.30) 17.85 (12.00, 23.70) -1.69 (-1.85, -1.58)

Tabla 4. Componentes COSINOR para la duracién del suefio con movimientos oculares rapidos

enratas HY y LY

Condicion MESOR Amplitud Acrofase
HY Control 10.16 (9.09, 11.23) 4.13(2.32, 5.95) -2.43 (-2.89, -1.73)
ALl 11.26 (9.78, 12.75) 3.50 (1.64, 5.35) -3.37(-3.99, -2.63)
AL2 10.04 (8.23, 11.84) 4.88(3.33, 6.42) -3.30 (-4.04, -2.61)
LY Control 12.21 (10.80, 13.62) 4.59 (-0.24, 9.42) -4.29 (NA)
ALl 11.92 (10.80, 13.04) 5.65 (3.86, 7.44) -3.99 (-4.57, -3.51)
AL2 11.88 (10.20, 13.57) 6.01 (3.96, 8.06) -3.75 (-4.23, -2.94)

9.3.6.1 La duracion de la vigilia, SOL y suefio MOR en ratas HY y LY en condiciones control
En las ratas HY (véase Figura 36A), la vigilia tiene un MESOR de 66.27 (62.50, 70.05), una amplitud

de 21.38 (14.45, 28.32) y una acrofase de -4.86 (-5.12, -4.56), a las 23:54 h. En las ratas LY, la vigilia
tiene un MESOR de 62.58 (58.05, 67.11), una amplitud de 5.13 (-12.97, 23.23) y una acrofase de -
4.66 (NA), a las 23:03 h. Al comprar la distribucién temporal de la vigilia entre las sublineas, se
obtuvo una diferencia significativa en la acrofase (F=10.66, P<0.01) de la funcién COSINOR, pero no
se obtuvieron diferencias significativas en el valor del MESOR (F=2.37, P=014), ni en la amplitud del
ciclo (F=0.80, P=0.38). La distribucion temporal de la vigilia de las ratas HY se acopla a la ecuacion
sinusoidal del analisis COSINOR, mostrando un ritmo circadiano con una acrofase a las 23:54 h
(F=31.76, P<0.001), en cambio, en las ratas LY mediante el analisis COSINOR obtuvimos una ausencia

de un ritmo circadiano (F=1.46, P=0.22).
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Para el SOL (véase Figura 36B), las ratas HY tuvieron un valor de MESOR de 42.52 (39.29, 45.76), una
amplitud de 17.50 (11.06, 23.94) y una acrofase de -1.67 (-1.94, -1.38). Las ratas LY obtuvieron un
valor de MESOR de 45.13 (39.96, 50.30), una amplitud de 9.45 (-3.32, 22.21) y una acrofase de -1.36
(NA). Se obtuvo una diferencia significativa de la acrofase de la funcion COSINOR entre las sublineas
(F=17.55, P<0.01), pero no en el valor del MESOR (F=1.23, P=0.28), ni de la amplitud (F=0.33,
P=0.57). En ambas sublineas, la distribucion temporal del SOL se acopla a la funcion sinusoidal del
analisis COSINOR, mostrando un ritmo circadiano del SOL con una acrofase a las 11:38 h (F=34.69,
P<0.001), en las ratas HY, y el ritmo circadiano del SOL tuvo una acrofase a las 10:18 h (F=8.64,

P<0.001) en el caso de las ratas LY.

En el suefio MOR (véase Figura 36C), las ratas HY obtuvieron un valor de MESOR de 10.16 (9.09,
11.23), una amplitud de 4.13 (2.32, 5.95), y una acrofase de -2.43 (-2.89, -1.73). En las ratas LY se
obtuvo un valor de MESOR de 12.21 (10.80, 13.62), una amplitud de 4.59 (-0.24, 9.42) y una acrofase
de -4.29 (NA). Al comparar ambas sublineas, se obtuvo una diferencia significativa del MESOR de la
funcién COSINOR del suefio MOR (F=8.41, P<0.05), pero no se obtuvieron diferencias significativas
en la amplitud (F=0.01, P=0.91), ni en la acrofase (F=4.01, P=0.06). En ambas sublineas, la
distribucién temporal del suefio MOR se acopla a la funcién sinusoidal del analisis COSINOR. Las
ratas HY presentaron un ritmo circadiano de suefio MOR, con una acrofase a las 14:27 h (F=9.17,
P<0.001); mientras que en las ratas LY la acrofase de su ritmo circadiano de suefio MOR se presentd

alas 21:39 h (F=7.8, P<0.001).
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Figura 37. Distribucion temporal de la vigilia, el suefio de ondas lentas y el suefio con
movimientos oculares rapidos en ratas de alto y bajo bostezo en condiciones control.
A) Ajuste de la duracion de la vigilia durante las 24 h de registro con la funcién
sinusoidal del analisis COSINOR. Se obtuvo una diferencia significativa de la acrofase
entre las sublineas (F=10.66, P<0.01). Las ratas HY muestran un ritmo circadiano de la
vigilia (F=31.76, P<0.001). B) Ajuste de la duracion del suefio de ondas lentas durante
las 24 h de registro con la funcién sinusoidal del andlisis COSINOR. Se obtuvo una
diferencia significativa de la acrofase entre las sublineas (F=17.55, P<0.01). Se obtuvo
un ritmo circadiano del suefio de ondas lentas, en las ratas HY (F=34.69, P<0.001) y LY
(F=8.64, P<0.001). C) Ajuste de la duracion del suefio con movimientos oculares
rapidos durante las 24 h de registro con la funcion sinusoidal del analisis COSINOR. Se
obtuvo una diferencia significativa en el valor del MESOR entre las sublineas (F=8.41,
P<0.05). Se obtuvo un ritmo circadiano del suefio con movimientos oculares rapidos
en las ratas HY (F=9.17, P<0.001) y en las LY (F=7.8, P<0.001), con una diferencia en la
acrofase entre las sublineas.

9.3.6.2. Duracién de la vigilia, SOL y suefio MOR en ratas HY después de la ingesta de alcohol
En la vigilia (véase Figura 37A), se obtuvo un valor de MESOR de 63.03 (58.78, 67.27), una amplitud

de 13.89 (10.49, 17.28) y una acrofase de -5.07 (-5.52, -4.56) después de la primera fase de
exposicion al alcohol como Unica fuente de hidratacién durante 7 dias (AL1). En el periodo de
medicidn a la preferencia al alcohol por 3 semanas (fase AL2), se obtuvo un valor de MESOR de
63.20(59.43, 66.98), una amplitud de 18.06 (13.63, 22.49) y una acrofase de -5.24 (-5.48, -5.07). Se
obtuvo una diferencia significativa en la acrofase de la funcion COSINOR de la vigilia en la condicién
AL1(F=10.92, P<0.01) y en la condicién AL2 (F=23.27, P<0.001) con respecto al control. Sin embargo,
no se obtuvieron diferencias significativas en el MESOR (F=1.82, P=0.19), ni en la amplitud (F=0.62,
P=0.43) en la condicion AL1 con respecto al control; ni se obtuvieron diferencias significativas en el
MESOR (F=1.84, P=0.19), ni en la amplitud (F=0.10, P=0.75) en la condiciéon AL2 con respecto al
control. En las tres condiciones, la distribucidon temporal de la vigilia se acopla a la funcién sinusoidal
del analisis COSINOR. Las ratas HY presentaron un ritmo circadiano de la vigilia en la condicion AL1
(F=13.28, P<0.001) con una acrofase a las 00:36 h, y en la condicién AL2 (F=31.43, P<0.001) con una

acrofase a las 01:02 h.

En el caso del SOL (véase Figura 37B), las ratas HY presentaron un valor de MESOR de 45.68 (42.90,
48.46), una amplitud de 14.61 (10.44, 18.79) y una acrofase de -1.75 (-2.08, -1.31) en la condicion
AL1. En la condicién AL2, se obtuvo un valor del MESOR de 46.02 (43.40, 48.64), una amplitud de
16.58 (12.63, 20.53) y una acrofase de -1.92 (-2.12, -1.76). En la condicion AL1 se obtuvo una

diferencia significativa en la acrofase de la funcion COSINOR del SOL con respecto al control
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(F=11.89, P<0.01), pero no en el valor del MESOR (F=3.05, P=0.10). De la misma manera, en la
condicién AL2 se obtuvo una diferencia significativa en la acrofase con respecto al control (F=27.16,
P<0.001), pero no se obtuvieron diferencias significativas en el MESOR (F=3.94, P=0.06), ni en la
amplitud (F=0.01, P=0.92). En ambas condiciones, existe un ritmo circadiano del SOL, y los datos se
ajustan significativamente a la funcidn sinusoidal del analisis COSINOR en la condicién AL1 (F=24.67,
P<0.001) con una acrofase a las 12:07 h y en la condicion AL2 (F=47.80, P<0.001) con una acrofase
alas 12:31 h.

En el suefio MOR (véase Figura 37C), las ratas HY en la condicién AL1 se obtuvo un valor de MESOR
de 11.26 (9.78, 12.75), una amplitud de 3.50 (1.64, 5.35) y una acrofase de -3.37 (-3.99, -2.63). Enla
condicién AL2 se obtuvo un valor de MESOR de 10.04 (8.23, 11.84), una amplitud de 4.88 (3.33,
6.42) y una acrofase de -3.30 (-4.04, -2.61). Con respecto al control, se obtuvo una diferencia
significativa en la acrofase de la funcion COSINOR del suefio MOR en la condicion AL1 (F=55.64,
P<0.05) con respecto al control, sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas en el
MESOR (F=2.02, P=0.17), ni en la amplitud (F=0.03, P=0.86). Sin embargo, en la condiciéon AL2 no se
obtuvieron diferencias significativas en el MESOR (F=0.01, P=0.89), en la amplitud (F=0.03, P=0.85),
ni en la acrofase (F=3.22, P=0.09) con respecto al control. La distribucién temporal del suefio MOR
se ajustan a la funcidn sinusoidal del analisis COSINOR, existiendo un ritmo circadiano de suefio
MOR en la condicién AL1 (F=5.72, P<0.01) con una acrofase a las 18:41 h; y en la condiciéon AL2
(F=12.79, P<0.001) con una acrofase a las 18:00 h.
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Figura 38. Distribucion temporal de la vigilia, el suefio de ondas lentas y el sueiio
MOR en ratas de alto bostezo después de la ingesta de alcohol. A) Ajuste de la
duracion de la vigilia durante las 24 h de registro con la funcion sinusoidal del andlisis
COSINOR. Se obtuvo una diferencia significativa en la acrofase en la condiciéon AL1
(F=10.92, P<0.01) y AL2 (F=23.27, P<0.001) con respecto al control. Se obtuvo un ritmo
circadiano de la vigilia en las ratas HY en la condicion AL1 (F=13.28, P<0.001) y AL2
(F=31.43, P<0.001), con un retraso de la acrofase en ambas condiciones. B) Ajuste de
la duracién del suefio de ondas lentas durante las 24 h de registro con la funcion
sinusoidal del analisis COSINOR. Se obtuvo una diferencia significativa en la acrofase
enla condiciéon AL1 (F=11.89, P<0.01) y AL2 (F=27.16, P<0.001) con respecto al control.
Se obtuvo un ritmo circadiano del suefio de ondas lentas en las ratas HY en la condicidn
ALl (F=24.67, P<0.001) y AL2 (F=47.80, P<0.001), con un retraso de la acrofase en
ambas condiciones. C) Ajuste de la duracion del suefio con movimientos oculares
rapidos durante las 24 h de registro con la funcidn sinusoidal del andlisis COSINOR. Se
obtuvo una diferencia significativa en la acrofase en la condicion AL1 (F=55.64, P<0.05),
pero no en la condicion AL2 con respecto al control. Se obtuvo un ritmo circadiano del
suefio con movimientos oculares rdpidos en las ratas HY en la condicién ALl (F=5.72,

P<0.01) y AL2 (F=12.79, P<0.001), con un retraso de la acrofase en ambas condiciones.

9.3.6.3 Duracién de la vigilia, SOL y suefio MOR en ratas LY después de la ingesta de alcohol
En la vigilia (Figura 38A), se obtuvo un valor del MESOR de 58.44 (54.63, 62.26), una amplitud de

10.23 (2.13, 18.33) y una acrofase de -5.12 (-5.66, -4.34) en la condicién AL1. En la condicion AL2, se
obtuvo un valor de MESOR de 57.58 (52.97, 62.18), una amplitud de 15.95 (7.40, 24.50) y una
acrofase de -5.16 (-5.57, -4.99). Al comparar con el control, no se obtuvo una diferencia significativa
en la condicidon AL1 en el MESOR (F=3.21, P=0.10), amplitud (F=0.07, P=0.79), ni en la acrofase
(F=2.28, P=0.16); de la misma manera, no se obtuvieron diferencias significativas en la condicién
AL2 en el MESOR (F=3.96, P=0.07), en la amplitud (F=0.30, P=0.59), pero si en la acrofase (F=4.94,
P<0.5) de la vigilia. Los datos de la distribucién temporal e la vigilia se ajustan a la funcidn sinusoidal
del analisis COSINOR en la condicion AL1 (F=7.36, P<0.001) con una acrofase a las 00:54 h, y en la
condicidn AL2 (F=12.76, P<0.001) con una acrofase a las 07:00 h.
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Para el SOL (Figura 38B), en condiciones AL1, las ratas LY se obtuvo un valor del MESOR del 49.71
(46.00, 53.41), una amplitud de 13.74 (7.80, 16.69), una acrofase de -1.58 (-1.79, -1.30). En la
condicidn AL2, se obtuvo un valor del MESOR de 50.47 (46.64, 54.30), una amplitud de 17.85 (12.00,
23.70) y una acrofase de -1.69 (-1.85, -1.58). En la condicién AL1, se obtuvo una diferencia
significativa en la acrofase del SOL (F=41.28, P<0.001) con respecto al control, pero no se obtuvieron
diferencias significativas en el MESOR (F=3.42, P=9.41), ni en la amplitud (F=0.09, P=0.75). De igual
modo, en la condicidn AL2 se obtuvo una diferencia significativa en la acrofase (F=76.69, P<0.001)
con respecto al control, sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas en el MESOR
(F=4.55, P=0.06), ni en la amplitud (F=0.37, P=0.55). Los datos de la distribucion temporal del SOL
se ajustan a la funcién sinusoidal del analisis COSINOR, mostrando un ritmo circadiano del SOLen Ia
condicién AL1 (F=21.00, P<0.001); con una acrofase a las 11:04 h, y en la condicién AL2 (F=29.97,

P<0.001); con una acrofase a las 11:44 h.

Para el caso del suefio MOR (véase Figura 38C), las ratas LY en la condicién AL1 obtuvieron un valor
de MESOR de 11.92 (10.80, 13.04), una amplitud de 5.65 (3.86, 7.44) y una acrofase de -3.99 (-4.57,
-3.51). En la condicién AL2 las ratas LY obtuvieron un valor de MESOR de 11.88 (10.20, 13.57), una
amplitud de 6.01 (3.96, 8.06) y una acrofase de -3.75 (-4.23, -2.94). Con respecto al control, en la
condicidn AL1 se obtuvo una diferencia significativa en la acrofase del suefio MOR (F=8.95, P<0.05),
pero no en el MESOR (F=0.16, P=0.69), ni en la amplitud (F=0.05, P=0.81). Igualmente, en la
condicidn AL2 se obtuvo una diferencia significativa en la acrofase (F=6.40, P<0.05) con respecto a
las condiciones control, pero no se obtuvieron diferencias significativas en el MESOR (F=0.14,
P=0.71), ni en la amplitud (F=0.09, P=0.76). La distribucion del suefio MOR se ajusta a la funcidn
sinusoidal del analisis COSINOR, con un ritmo circadiano del suefio MOR en la condicién AL1
(F=16.69, P<0.001), con una acrofase a las 20:25 h y en la condicién AL2 (F=11.74, P<0.001) con una

acrofase a las 19:30 h.
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Figura 39. Distribucion temporal de la vigilia, sueiio de ondas lentas y suefio MOR en
ratas de bajo bostezo después de la ingesta de alcohol. A) Ajuste de la duracién de la
vigilia durante las 24 h de registro con la funcién sinusoidal del analisis COSINOR. Se
obtuvo una diferencia significativa en la acrofase en la condicion AL2 (F=4.94, P<0.5)
con respecto al control. Se obtuvo un ritmo circadiano de la vigilia en las ratas LY en la
condicién AL1 (F=7.36, P<0.001) y AL2 (F=12.76, P<0.001), con un retraso en la acrofase
en ambas condiciones. B) Ajuste de la duracién del suefio de ondas lentas durante las
24 h de registro con la funcion sinusoidal del andlisis COSINOR. Se obtuvo una
diferencia significativa en la acrofase en la condicion AL1 (F=41.28, P<0.001) y AL2
(F=76.69, P<0.001) con respecto al control. Se obtuvo un ritmo circadiano del suefio
de ondas lentas en las ratas LY en la condicién AL1 (F=21.00, P<0.001) y AL2 (F=29.97,
P<0.001), con un retraso de la acrofase en ambas condiciones con respecto al control.
C) Ajuste de la duracién del suefio con movimientos oculares rapidos durante las 24 h
de registro con la funcidn sinusoidal del analisis COSINOR. Se obtuvo una diferencia
significativa en la acrofase en la condicién AL1 (F=8.95, P<0.05) y en la condicidn AL2
(F=6.40, P<0.05) con respecto al control. Se obtuvo un ritmo circadiano del suefio con
movimientos oculares rapidos en las ratas LY en la condicion AL1 (F=16.69, P<0.001) y

AL2 (F=11.74, P<0.001), con un adelanto de la acrofase en ambas condiciones.

10. Discusion
10.1 Ingesta de alcohol

Las ratas LY tuvieron un 14% mayor de ingesta de alcohol ajustado al peso de los sujetos
experimentales y presentaron un indice de preferencia al consumo total de alcohol de un 17% mayor
con respecto a las ratas HY. Este mayor consumo de alcohol en las ratas LY se obtuvo en las primeras
dos semanas de exposicidon al alcohol, que comprenden la denominada fase AL1 de habituacién al
alcohol como unica fuente de hidratacién y la primera semana de la fase AL2 en la que se evaluo la
preferencia al consumo de alcohol y de agua; y permanecié siendo mayor que la de las ratas HY, en
las dos semanas subsiguientes de la fase AL2, aunque durante este periodo la diferencia del
consumo de alcohol no alcanzé a ser significativa entre ambas sublineas. A partir de la semana 2, en
la que se puso a disponibilidad una botella con agua purificada, las ratas de ambas sublineas

incrementaron su ingesta de agua hasta un 80%, siendo significativamente mayor a la ingesta de
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alcohol, pero sin haberse obtenido diferencias significativas en el consumo de agua entre ambas
sublineas. Sin embargo, y como se menciond anteriormente, en la semana 2, en la se tuvo
disponibilidad al agua, la ingesta de alcohol seguia siendo significativamente mayor en las ratas LY

con respecto a las ratas HY (véase las Figuras 15-18).

Nuestros resultados son coincidentes con lo reportado en la literatura en donde las ratas que
presentan alguin fenotipo de ansiedad como lo son las ratas de alta conducta ansiosa (HAB, del inglés
High-Anxiety Behavior), las cuales presentaron una mayor ingesta de alcohol con respecto a las ratas
de baja conducta ansiosa (LAB, del Inglés Low-Anxiety Behavior) en un paradigma de libre eleccidn
al alcohol, inclusive cuando estuvo disponible una solucidén con sacarosa que también opera como
un reforzador (Henniger et al., 2002). De igual manera, las ratas de la linea Roman de alta evitacion
(RHA, de sus siglas en inglés), tanto en la linea exogamica (Giorgi et al., 2007), como en la
endogamica (Manzo et al., 2012) muestran un mayor consumo y preferencia al alcohol con respecto
de su contraparte. Por otra parte, las ratas de la linea Roman de baja evitacién (RLA, de sus siglas
en inglés), presentan una mayor preferencia y consumo de agua simple dentro de un paradigma de
libre eleccion (Manzo et al., 2012). En cuanto a la linea Flinders sensible a agonistas colinérgicos
(FSL, de sus siglas en inglés), las cuales también han sido propuestas como un modelo de depresidn,
presentan una mayor ingesta y preferencia al alcohol con respecto a su contraparte, las ratas
Flinders resistentes a agonistas colinérgicos (FRL, de sus siglas en inglés), pero esta diferencia no es
significativa (Overstreet et al., 1993). Sin embargo, el indice de preferencia al alcohol reportado por
Overstreet et al., (1992) es de un ~17%, lo cual es similar al indice de preferencia presentado por las

ratas LY (véase Figura 18).

En una variedad de estudios se ha reportado que la ansiedad como un rasgo conductual de los
animales es un factor predisponente para la preferencia al consumo de alcohol (Jadhav et al., 2017;
Lester & Freed, 1973; Manzo et al., 2012; McBride & Li, 1998; Langen & Fink, 2004; Momeni &
Roman, 2014). Tanto las ratas que han sido expuestas a un estresor crénico o agudo (Becker et al.,
2011; Brunell & Spear, 2005; Roeckner et al., 2017; Spanagel et al., 2014), asi como las ratas que
presentan un mayor de nivel de ansiedad basal cuando son evaluadas en pruebas conductuales
psicofisioldgicas como son el laberinto en cruz elevado, el campo abierto y la caja luz-oscuridad
(Jadhav et al., 2017; Badishtov et al., 1995; Overstreet et al., 1992), tienen un mayor consumo de
alcohol dentro de un paradigma de ingesta voluntaria y de libre eleccién. Esto se debe a que el

alcohol disminuye la ansiedad al actuar sobre el eje HPA y el sistema limbico (Moonat et al., 2010).

102



En la respuesta al estrés, existe un aumento en la secrecién del factor liberador de corticotropina
(CRF, de sus siglas en inglés) en el nucleo paraventricular del hipotdlamo, ademas de otras
estructuras del sistema limbico como son la amigdala y el nucleo del lecho de la estria terminal,
junto con un aumento de la hormona adrenocorticétropa (ACTH, de sus siglas en inglés), la cual
desencadena la liberacion de catecolaminas al torrente sanguineo (Herman & Cullinan, 1997). El
alcohol afecta la reactividad del eje HPA al producir una disminucion de la secreciéon de CRF y ACTH
(Sillaber & Henniger, 2004). En ratas de la cepa Wistar con una preferencia al alcohol, en un
protocolo de ingesta voluntaria de alcohol, mostraron una disminucién significativa de la ingesta de
alcohol después de ser adrenalectomizadas, y posteriormente presentaron un aumento en su
consumo voluntario de alcohol después de recibir un tratamiento de reemplazo con corticosterona
(Fahlke et al., 1994). Esto indica que la diminucion de CRF y de ACTH produce una reduccion de la
respuesta del eje HPA ante estresores y una disminucion de los niveles de dopamina, serotonina y
noradrenalina en el tallo cerebral y en el sistema limbico, lo que reduce el efecto reforzador del
alcohol, especificamente en sujetos que presentan una preferencia y un mayor consumo de alcohol
(Sillaber & Henniger, 2004). Adicionalmente, se ha reportado que el receptor a CRF tipo 1 (CRF-R1)
tiene una funcidn importante en la regulacion de la ingesta de alcohol (Silberman et al., 2009), ya
que este receptor regula el efecto ansiogénico del CRF, y junto con el aumento de GABA en las
neuronas del nucleo central de la amigdala producen un aumento en la ingesta voluntaria de alcohol
(Silberman et al., 2009). Sin embargo, este efecto ansiolitico del alcohol y la disminucién en la
reactividad del eje HPA sélo se ha reportado en dosis bajas y moderadas de alcohol, lo cual equivale
a soluciones con concentraciones del 5-10% de alcohol (Spanagel et al., 2014). Por otra parte, el
consumo crénico de alcohol produce una regulacion a la baja de los receptores a glucocorticoides
en areas del sistema limbico como son el area ventral tegmental, la amigdala y el ndcleo accumbens
(Fahlke et al., 1994), lo que aumenta la secrecion de dopamina y produce un reforzamiento positivo
gue puede desencadenar una neuroadaptacion para el desarrollo de la dependencia al alcohol

(Brodie et al., 1990).

En cuanto al peso corporal, las ratas LY tuvieron un peso menor al de las ratas HY durante las cuatro
semanas de experimentacion, sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas en la ingesta
de alimento entre ambas sublineas durante las cuatro semanas de exposicion al alcohol, asi como
tampoco tuvieron una disminucién en la ingesta de calorias totales o provenientes de la ingesta de
alcohol y de alimento con respecto a lo obtenido en las ratas HY. En ratas con fenotipo ansioso como

las ratas Flinders FSL, propuesta como un modelo de depresion (Overstreet, 1993), suelen tener
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menor peso corporal con respecto su contraparte, las ratas Flinders FRL y a las ratas de la cepa
Sprague-Dawley de la cual provienen. Aunque la ingesta de agua y alimento es menor en la sublinea
FSL después de ser expuesta a estrés agudo como son las descargas eléctricas breves en las plantas
de las patas, en condiciones basales no presentan una disminucién en la ingesta de alimento con
respecto de las ratas FRL y de las ratas Sprague-Dawley. Por lo tanto, es importante remarcar que
a pesar de que la disminucién del peso corporal puede considerarse como un sintoma de anhedonia,
en la depresion también se presentan aumentos del peso corporal, y por lo tanto es importante
determinar los cambios en el peso corporal en relacién con la ingesta de alimento (Overstreet,

1993), como en el caso de las ratas LY, las cuales no disminuyeron su ingesta de alimento.

10.2 Laberinto en cruz elevado
Las ratas HY tuvieron un mayor tiempo de permanencia en los brazos abiertos y un mayor nimero

de entradas al centro con respecto de los brazos cerrados en el laberinto en cruz elevado, lo cual no
cambié significativamente después de la ingesta de alcohol. Por otra parte, las ratas LY tienen un
mayor tiempo de permanencia en los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado, y después de la
ingesta de alcohol, aumenta el nimero de entradas a los brazos abiertos, lo que muestra un cierto

grado de ansidlisis, lo que no se obtuvo en la sublinea HY.

La literatura reporta que las ratas con un fenotipo ansioso como son las ratas Lewis tienen un menor
numero de entradas y de permanencia a los brazos abiertos del laberinto, por lo tanto, prefieren los
brazos cerrados (Chaouloff et al., 1995). Sin embargo, después de la ingesta crénica de alcohol, se
produce un aumento en el nimero de entradas y del tiempo de permanencia en los brazos abiertos
debido al efecto ansiolitico del alcohol (Blokland et al., 1992). Por otra parte, se ha reportado que
en las sublineas resilientes como son la Fischer 344, el alcohol no afecta de manera significativa el
numero de entradas o la permanencia en los brazos abiertos, ni en el centro del laberinto (Chaouloff
et al., 1995). Nuestros resultados coinciden con lo reportado en la literatura, ya que no obtuvimos
cambios significativos en las ratas HY, que tienen un fenotipo resiliente similar a las Fischer 344, asi
como en las Roman Low Avoidance (RLA). De igual manera, en las ratas Flinders FSLy FRL, la ingesta
de alcohol produce un aumento en el tiempo de permanencia y en el nUmero de entradas a los
brazos abiertos del laberinto en cruz elevado, sin embargo, este aumento no es significativo en el
caso de las ratas FRL (Overstreet et al., 1992), por lo que las lineas que son resilientes tienen un

menor efecto ansiolitico por el alcohol en la prueba del laberinto en cruz elevado.
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El andlisis conductual que realizamos en la prueba del laberinto en cruz elevado fue con una
duracion de 3 minutos en lugar de una duracién estandar de 5 minutos, debido a que varios autores
han reportado que, mediante un analisis de la conducta de la rata minuto a minuto, el nimero de
las entradas y el tiempo de permanencia en los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado durante
los primeros 3 minutos tienen una mayor asociacién a la conducta de ansiedad y no a la actividad
motora o a la evaluacién de riesgos que se determinan mejor en pruebas con duracion de 5 minutos
(Carobrez & Bertoglio, 2005; Doremus et al., 2006). Debido a que en esta prueba las ratas se
encuentran ante un conflicto entre explorar un ambiente novedoso o buscar una zona de seguridad,
dependiendo del nivel de ansiedad basal de la rata, esta elegird entre los brazos abiertos o cerrados
del laberinto sin presentar una habituaciéon a las diferentes areas del laberinto (Carobrez &
Bertoglio, 2005; Cruz et al., 1994). Sin embargo, como se menciond anteriormente, la literatura
reporta que las ratas con un fenotipo ansioso como son las ratas de alta conducta de ansiedad (HAB)
presentan desde los 3 primeros minutos una preferencia por los brazos cerrados del laberinto en
cruz elevado (Salomé et al., 2006) y posteriormente presentan conductas de evaluacion de riesgos
como lo es permanecer en los brazos cerrados o en el centro del laberinto y estirar su cuerpo en
direccion a los brazos abiertos o al borde de este (Rodgers & Dalvi, 1997), ademds de una
disminucion total de la conducta motora, es decir, presentan un nimero reducido de entradas a los
brazos abiertos, a los cerrados y al centro del laberinto (Rodgers & Dalvi, 1997). En el caso de las
ratas LY, dentro de este andlisis durante los primeros 3 minutos en el laberinto en cruz elevado,
presentaron un mayor tiempo de permanencia en los brazos abiertos con respecto a los brazos
cerrados y al centro del laberinto, lo cual es un resultado contradictorio a lo reportado en otras
lineas de ratas con un fenotipo ansioso como las HAB, RHA y Lewis (Salomé et al., 2006; Chaouloff
et al., 1995). Sin embargo, se ha reportado que las caracteristicas del laberinto influyen en la
conducta de las ratas, por ejemplo, la presencia de bordes de 0.5 cm de altura en los brazos abiertos,
asi como una transparencia de los brazos cerrados aumentan el nimero de entradas y el tiempo de
permanencia a los brazos abiertos, lo cual sugiere una disminucidon de la aversién a los brazos

abiertos y un aumento en la conducta exploratoria del animal (Horii & Kawaguchi, 2015).

Adicionalmente, el nimero de entradas y del tiempo de permanencia en los brazos abiertos o
cerrados del laberinto, existen otras conductas que denotan ansiedad, como son el aseo, las
exploraciones verticales o los erguidos en los que las ratas se apoyan sobre sus extremidades
posteriores, los asomos o “head dips” en los que las ratas asoman su cabeza por los bordes y en los

extremos de los brazos abiertos. Ninguna de las sublineas presentd la conducta de aseo durante los
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3 min de evaluacion en el laberinto en cruz elevado, lo cual es un resultado inesperado, ya que al
exponer a las ratas ante un ambiente novedoso se incrementa el nimero de episodios de aseo de
corta duracion (Eguibar & Moyaho, 1997). El aseo de las ratas en el laberinto en cruz elevado se ha
asociado a una conducta de desplazamiento, la cual es una estrategia de afrontamiento ante la
ansiedad producida por la exposicidon a la prueba (Rodgers & Dalvi, 1997) y en un analisis de
conducta minuto a minuto, se ha reportado que el aseo sucede hasta después de 5 min de haber
iniciado la prueba (Carobrez & Bertoglio, 2005; Estanislau, 2012), ya que tanto el aseo como el
bostezo pueden ser un mecanismo para disminuir las respuestas al estrés, y por eso aparecen
tardiamente (Delius, 1988). Por otra parte, las ratas LY presentaron un mayor nimero de “head
dips” 0 asomos en la condicidn control, lo cual sugiere junto con el mayor nimero de entradas y de
permanencia en los brazos abiertos, una mayor reactividad emocional (Ohl, 2003; Cruz et al. 1994);
adicionalmente, después de la ingesta de alcohol las ratas LY tuvieron un aumento significativo de
esta conducta, lo que también indica un efecto ansiolitico (Cruz et al. 1994). Otra conducta que
incluimos fue el nimero de caidas de los bordes o de los extremos de los brazos abiertos del
laberinto, las cuales ocurrieron Unicamente en las ratas LY, y disminuyeron significativamente
alrededor del 50% después de la ingesta de alcohol. Hasta la fecha, no se han reportado caidas de
los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado, sin embargo, esta conducta podria estar asociada
a las conductas exploratorias como los asomos o “head dips”, los cuales ademas de denotar una
mayor reactividad emocional (Ohl, 2003), denotan una hiperactividad motora en la exploracion
(Rodgers & Dalvi, 1997). Adicionalmente, como expusimos anteriormente, la presencia de un borde
con altura de 0.5 cm en los brazos abiertos los cuales tienen la finalidad de prevenir las caidas de las
ratas, aumenta el tiempo de permanencia en los brazos abiertos y también aumenta el nimero de
“head dips” desde sus extremos (Horii & Kawaguchi, 2015), lo cual soporta el resultado de que las
ratas LY, a pesar de ser mas susceptibles a los ambientes novedosos y expuestos, presentaron una
menor aversion a los brazos abiertos del laberinto. Debido a esto, las caidas de los brazos abiertos
del laberinto en cruz elevado que presentaron las ratas LY pueden indicar un cierto grado de
hiperactividad, la cual se ve disminuida después de la ingesta de alcohol. Sin embargo, se necesitan
aun mas estudios para confirmar esta propuesta. Por lo tanto, los resultados anteriores soportan la

hipédtesis de los efectos ansioliticos del alcohol principalmente sobre la conducta de las ratas LY.

10.3 Sueno

No se obtuvieron diferencias significativas en la latencia al SOL, ni al suefio MOR entre las sublineas

en condicién control, ni un cambio significativo después de la ingesta de alcohol como unica fuente
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de hidratacion (fase AL1), ni después cuando se tuvo la opcidn de seleccion de agua purificada o la
solucion de alcohol (fase AL2). Este resultado fue inesperado, ya que en la literatura se ha reportado
que laingesta cronica de alcohol aumenta la latencia tanto de SOL como del suefio MOR en las ratas
Sprague-Dawley (Mendelson & Hill 1978; Hill & Reyes, 1978), sin embargo, en estos estudios
reportan la administracién de alcohol de 1-2 g por inyeccidn intraperitoneal o en una dieta liquida
con una concentracion de alcohol al 6%, lo cual produce una mayor cantidad de alcohol consumido

en comparacién con la cantidad que ingirieron las ratas HY y LY (véase Figura 16).

En nuestros resultados obtuvimos una diferencia significativa en la duracién de la vigilia, en el SOL
y en el suefio MOR entre ambas sublineas (véase Figuras 27 y 28). La ingesta de alcohol tanto en las
condiciones de la fase AL1 como en la fase AL2 produjeron una disminucion significativa de la vigilia
y un aumento significativo de la duracion del SOL en ambas sublineas, sin embargo, la ingesta de
alcohol no modificé la duracidn del suefio MOR en ambas sublineas (véase la Figura 28). Respecto
al niumero de episodios de los diferentes estados del ciclo suefio-vigilia, la ingesta de alcohol no
produjo cambios relevantes en ambas sublineas, sin embargo, si se obtuvo un aumento de la
duracién promedio de los episodios de SOL en las ratas LY, especialmente en la fase de oscuridad,
que es la fase activa de este roedor noctdambulo (véase Figura 32). De la misma manera, el alcohol
produjo cambios en la distribucion temporal de los episodios de SOL y de suefio MOR,
especificamente, un aumento del nimero de episodios de SOL y del suefio MOR durante la fase de
luz y una reduccién progresiva en las horas subsiguientes al inicio de la fase de oscuridad (véase
Figuras 34-36). Estos cambios estdn presentes principalmente en las ratas LY después de las
condiciones ALl y AL2, lo que sugiere que el alcohol esta facilitando su suefo. Estos resultados
coinciden con la literatura en que la ingesta de alcohol a partir de una concentracion al 6% en agua
o en dieta liquida producen un aumento en la duracion del SOL en las ratas Sprague-Dawley (Kubota
et al., 2002; Mukherjee et al., 2008), especificamente en la fase de oscuridad (Mukherjee & Simasko,
2009), sin que se muestren cambios significativos en el suefio MOR, ya que los cambios en este se
presentan con dosis >10% de alcohol (Mukherjee et al., 2008). De manera similar, se ha reportado
un aumento de la vigilia junto con una disminucién del SOL en la fase de luz en las cepas
heterogéneas de ratas albinas como son las Wistar o las Sprague-Dawley (Fernandez et al., 2016).
Sin embargo, este efecto es mayor en protocolos de exposicion aguda al alcohol y con vias de
administracién intragdstrica o intraperitoneal, lo que simula un consumo tipo “binge drinking” o

tipo borrachera (Sharma et al., 2014).
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Es importante sefalar que las ratas LY presentaron mayores cambios en su ciclo suefio-vigilia con
respecto a las ratas HY después de la ingesta de alcohol, lo cual puede indicar que las ratas con un
fenotipo ansioso tienen una mayor susceptibilidad a los efectos del alcohol sobre su suefio. Por
ejemplo, en ratas de lineas endogamicas como son la Roman de alta evitacion (RHA), las cuales son
un fenotipo ansioso, la ingesta de alcohol produce un incremento en la latencia al suefio de ondas
lentas y en el suefio MOR, un aumento del porcentaje de suefio MOR y una disminucién del
porcentaje de suefio de ondas lentas en comparacion con las ratas Roman de baja evitacion (RLA),
su contraparte resiliente (Steimer et al., 1999), sin embargo, estos cambios del ciclo suefio-vigilia se

producen a una concentracién menor del 10% de alcohol.

Al realizar una busqueda de articulos que describan las alteraciones en el ciclo suefio-vigilia después
de la ingesta de alcohol en otros grupos de ratas con un fenotipo ansioso como lo son las Flinders
sensitive line (FSL), Fischer 344 y la High anxiety behavior (HAB) junto a sus contrapartes resilientes,
no se han realizado dichos estudios para la mayoria de las lineas de interés, ya que se han reportado
por separado la descripcidon de su suefio en condiciones control, la preferencia en su ingesta de
alcohol y los efectos conductuales que tiene el alcohol sobre conductas relacionadas a la ansiedad
evaluadas en las pruebas psicobioldgicas del laberinto en cruz elevado y en el campo abierto (véase

Tabla 5).
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Tabla 5. Caracterizacion del ciclo sueio-vigilia e ingesta de alcohol en lineas de ratas con un

fenotipo ansioso

Lineas Suefio-vigilia en Ingesta de Efectos de la Efectos del Referencias
condiciones alcohol ingesta de alcohol enla
control alcohol en el conducta
suefio
RHA vs ™ SOoL, N ingesta de M latencia a NR (Steimer, 2011;
RLA M latencia a alcohol (10% SOLy a suefio Steimer et al.,
suefio MOR, en agua, MOR, 1999; Manzo et
M fragmentacion  dentro de un ™ MOR, al.,, 2012)
del suefio protocolo de J SOL
libre eleccidn).
FSLvs FRL > MOR, M sensibilidad  NR N permanencia (Bencaetal,
{ latencia a al alcohol y nimero de 1996;
suefio MOR (solucion del entradas a los Pucilowski et
20% brazos abiertos  al., 1993;
administrados en LCE (solucion  Overstreet et
via de alcohol al al., 1990;
intraperitoneal) 10% en un Overstreet et
protocolo de al., 1992)
libre eleccidn).
Lewis vs J vigilia, /" ingesta de NR N permanencia (Opp, 1997;
Fischer ™ SOoL alcohol (6% en y nimero de Suzuki et al.,
344 agua, dentro entradas a los 1988; Blokland
de un brazos abiertos et g/, 1992)
protocolo de en el LCE
libre eleccidn). N entradas al
centroen CA
(solucidn al 20%
por 6 meses).
HAB vs J vigilia, N ingesta de NR N nimero de (Landgraf &
LAB ™ SOL, alcohol (5% en entradas a los Wigger, 2002;

M nimero de
episodios de SOL
M fragmentacién
del suefio

agua, dentro
de un
protocolo de
libre eleccién).

brazos abiertos
en LEC.
(Administracion
aguda de 1g/Kg
de alcohol via
intraperitoneal).

Henniger et al.,
2002)

C57BL-6J 1 SOL,

vs BALBc D nimero de

(raton) episodios de SOL
J vigilia

N ingesta de NR
alcohol (10%
en agua)

N Permanencia
en los brazos
abiertos.
MNamero de
entradas a los
brazos abiertos
y a los cerrados
(Administracion
aguda de 20%
alcohol via
intraperitoneal).

(Daszuta et al.,
1983; Belknap
& Deutsch,
1982; Lalonde
& Strazielle,
2012)

Acotaciones: RHA= Roman High-avoidance; RLA=
resistant line; HAB= High-anxiety behavior; LAB=

Roman Low-avoidance; FSL= Flinders sensitive line; FRL= Flinders
Low-anxiety behavior; LCE=laberinto en cruz elvado; CA= campo

abierto; SOL= suefio de ondas lentas; MOR= suefio con movimientos oculares rapidos NR=no reportado.
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La ingesta de alcohol en estas sublineas producird un efecto significativo en su ciclo sueno-vigilia,
esto debido a las alteraciones que presentan en su suefio en condiciones basales y a la preferencia
o mayor sensibilidad que muestran al alcohol en protocolos de libre eleccién o de ingesta no
voluntaria. En este caso, de acuerdo con nuestros resultados, es de interés determinar como el
alcohol induce el sueno en las ratas LY, y cdmo es que su condicién de ansiedad es un factor
determinante para la preferencia al consumo de alcohol y para los efectos que tuvo este sobre su

suefo.

Las ratas con una mayor susceptibilidad a la ansiedad presentan mayores alteraciones en su suefio
con respecto a sus contrapartes resilientes debido a una bidireccionalidad en la actividad del eje
HPA y por las regiones cerebrales involucradas en la regulacion del suefio. Inicialmente, se ha
planteado que una hiperactivacion basal produce un incremento en el estado de alerta, por lo tanto,
incrementa la vigilia y suprime el suefio (Sandor & Shapiro, 1994). Los nucleos aminérgicos que son
el locus coeruleus y el nucleo del rafé dorsal, ademas de neuronas orexinérgicas del hipotdlamo
lateral estan encargados de la promocidn y para mantener la vigilia, también estan involucrados en
la activacién simpatética inducida por un estresor o por la ansiedad (Stanford et al., 2014); y son
activados de manera conjunta con el lecho de la estria terminal y el eje HPA por medio de
proyecciones provenientes de la amigdala, y de esta manera, se produce un incremento en los
niveles de cortisol circundante y se produce y mantiene un estado de alerta y de vigilia (Stanford et
al., 2014). El alcohol reduce la respuesta al estrés y a la ansiedad por medio de la disminucién de la
actividad del eje HPA, lo que involucra una reduccidn de la secrecidon de CRF y de ACTH, ademas de
producir un incremento de dopamina en el drea ventral tegmental, en el ndcleo accumbens y en la
amigdala, produciendo un efecto reforzador (Sillaber & Henniger, 2004); del mismo modo, el alcohol
modula a los receptores GABAA en distintas areas como la corteza cerebral, el hipocampo, la
amigdala y la hipdfisis (Grobin et al., 1998). Por otro lado, el alcohol induce el suefio por medio de
la potenciacién de la inhibicion mediada por receptores GABA, y la disminucién de los niveles de
glutamato, especialmente en los nucleos aminérgicos, en la corteza frontal y en el prosencéfalo
basal, los cuales son promotores de la vigilia (Thakkar et al, 2015; Sharma et al., 2014).
Adicionalmente, se ha reportado que el alcohol inhibe la recaptura de adenosina extracelular, esto
a través de la interaccién con el transportador equilibrante de nucleésidos 1 (ENT1, de sus siglas en
inglés; Sharma et al., 2014), y este exceso de adenosina inhibe a la vez a las neuronas orexinérgicas
del hipotalamo lateral por medio de los receptores a adenosina tipo 1 (AD1; Sharma et al., 2014),

de esta manera, se suprime la vigilia y se induce el sueio.
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Esto coincide con lo reportado en sujetos humanos, en los que la ingesta de alcohol produce un
efecto ansiolitico, y en el caso de los sujetos mas ansiosos recurren al alcohol para aliviar su ansiedad
(MacLean & Cairns, 1982), y para tratar el insomnio que comuinmente llegan a presentar en
comorbilidad con la ansiedad (Brower et al., 2001). Por otra parte, es importante remarcar que el
alcohol induce el suefio en concentraciones menores al 10% del alcohol, lo que equivale a
Unicamente un trago estandar como lo es un vaso de cerveza, una copa de vino o 2 onzas de un
destilado. Ademas, tanto en ratas como en humanos, el aumento de SOL causado por la ingesta de
alcohol tiene menor densidad de actividad delta (Gann et al., 2004), las cuales caracterizan a un
suefio profundo y reparador; y debido a esto, la calidad subjetiva del suefio reportado por sujetos
humanos con un patrén de consumo ocasional de alcohol es deficiente (Roehrs & Roth, 2015), por
lo que reportan cansancio y somnolencia diurna, ademas de déficits en la memoria y en los niveles
de atencidn (Givens, 1995), lo que a su vez supone un mayor riesgo de accidentes automovilisticos

o de trabajo por hipersomnolencia (Filomeno et al., 2019).

El ciclo sueno-vigilia es un fenédmeno circadiano que esta sujeto a la influencia de variables externas
o Zeitgebersy a variables internas homeostaticas, lo que produce que oscile durante el diay la noche
(Faure et al., 1990). En el caso de las ratas, los ciclos suefio-vigilia oscilan varias veces durante el dia
debido a que son animales policiclicos (Blumberg et al., 2005). Esta ciclicidad puede verse alterada
tanto en la duracion del sueio, como en su nimero de episodios por la disrupcidn de varios factores
ambientales y homeostaticos como los son los horarios de luz y oscuridad, la exposicidn al estrés, la

ingesta caldrica y por supuesto, la ingesta de drogas como lo es el alcohol (Rosenwasser, 2015).

La duracién del sueio se vio alterada mayoritariamente en la acrofase, es decir, el punto en el que
la duracién del suefio es maxima con respecto al tiempo circaddico. En las ratas de ambas sublineas,
durante la primera ingesta exclusiva de alcohol (fase AL1) y después del periodo de libre eleccion al
consumo de alcohol (fase AL2) se produjo un retraso del ciclo al haber diferencias significativas en
la acrofase en la vigilia y el SOL, mientras que para el suefio MOR se obtuvo un retraso de la fase en
ratas HY y un adelanto de la fase en las ratas LY bajo las condiciones tanto de la fase AL1 como de

la fase AL2.

En condiciones control, las ratas LY no presentan un ritmo circadiano de la vigilia que se acople a la
curva sinusoidal de la funcion COSINOR, lo cual indica una ausencia en el ritmo oscilatorio de la

vigilia (véase Figura 37). Después de la ingesta de alcohol en las fases AL1 y AL2, se obtiene un ritmo
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en la oscilacién de la vigilia con un retraso de la acrofase de aproximadamente 2 horas (véase Figura

39).

Las oscilaciones de las funciones fisioldgicas como el sueio, la temperatura corporal, la secreciéon
de hormonas, la presidon sanguinea y los procesos metabdlicos son esenciales para un éptimo
funcionamiento organico enfasados con las oscilaciones circadicas (Dibner et al., 2010), y son
producto de un asa de retroalimentacidn de transcripcién-traslacién de los genes reloj Clock, Bmall,
Pery Cry, el cual tiene una duracion aproximada de 24 h, estableciendo asi un ritmo circadiano (Guo
et al., 2016), el cual ocurre en las células de varios tejidos corporales. Estos relojes endogenos estan
controlados por el nucleo supraquiasmatico, que se le ha denominado el reloj maestro, el cual
también tiene un periodo ligeramente mayor a las 24 h, y por lo tanto, requiere de un ajuste diario
para mantenerse sincronizado con el medio externo, (Dibner et al., 2010), principalmente mediante
la exposicion a la luz (Lucas et al., 2012), estableciendo asi un ritmo circadiano. Los ritmos
circadianos permiten que el organismo tenga un funcionamiento 6ptimo al anticipar cambios
ambientales y ajustar su conducta y las funciones fisioldgicas a estos cambios (Reppert & Weaver,

2002).

Existe unarelacion bidireccional entre los ritmos circadianos y la ingesta de alcohol, ya que el alcohol
produce alteraciones en los procesos moleculares de los genes reloj para la generacién de los ritmos
y, por otra parte, los sujetos que presentan alteraciones previas de los ritmos circadianos son mas
susceptibles a desarrollar una dependencia al consumo de alcohol o a otras drogas adictivas,
ademas de presentar hiperfagia y la ingesta de alimentos altos en calorias (Ahrens & Ahmed, 2020).
Se ha reportado que la ingesta crénica de alcohol afecta al gen Per2, lo que produce un desfase en
los ritmos de suefio, de la temperatura corporal y la secrecién de hormonas (Damaggio & Gorman
2014); de igual manera, se ha reportado que en humanos y modelos animales como son la rata y el
ratdn que muestran una dependencia al alcohol presentan una mutacién de este mismo gen, por lo
tanto, se ha propuesto como un blanco molecular para la etiologia del alcoholismo (Guo et al., 2016)
lo que muestra la estrecha relacion de la cronobiologia y los problemas de adiccidn. Adicionalmente,
la desincronizacién de los ritmos circadianos actla como un estresor crénico no especifico, aminora
la respuesta del eje HPA y reduce la secrecion de CRF, la expresidon de receptores a glucocorticoides

y reduce la respuesta de la ACTH en la corteza adrenal (Trujillo et al., 2011).

El consumo de alcohol altera directamente a la sincronizacion circadiana del ciclo suefio-vigilia

(Ahrens & Ahmed, 2020). En ratas de la cepa Wistar, la ingesta crénica de alcohol a una
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concentraciéon del 10% en un protocolo de libre eleccidén con acceso a agua purificada, produce un
adelanto en la fase del suefio de ondas lentas y del suefio MOR, ademads de un acortamiento del
ciclo suefio-vigilia bajo condiciones de libre corrimiento con luz u oscuridad continua (Rosenwasser
et al., 2005). Adicionalmente, las ratas expuestas a condiciones de luz u oscuridad continua expresan
un libre corrimiento de sus ritmos, con duraciones que oscilan de 22 a 26 h, las cuales presentaron
un incremento significativo en su ingesta de alcohol (Rosenwasser et al., 2014). Por otra parte, Guo
y colaboradores (2016) obtuvieron un adelanto de la acrofase en los ritmos circadianos de la
temperatura corporal y de la actividad motora en un periodo de 24 h en ratas Wistar posterior a la
ingesta crénica de alcohol (Guo et al., 2016). Nuestros resultados muestran que en las ratas LY, el
ritmo circadiano de duracién de la vigilia, SOL y suefio MOR se vieron afectados en su acrofase,
teniendo un retraso de la acrofase de la vigilia y del SOL, ademds de un adelanto de la acrofase del

suefio MOR, lo cual coincide con lo reportado anteriormente.

En el caso de los humanos, la ingesta de una sola dosis de 6-8g/Kg de alcohol no produce un adelanto
o retraso en la acrofase de la duracidn del SOL y suefio MOR (Burgess et al., 2016). Sin embargo, se
ha reportado que la ingesta crénica de alcohol produce un retraso en la fase de suefio,
especialmente si el consumo de alcohol se lleva a cabo al final de la fase de luz (Adan, 1994).
Ademas, la ingesta crénica de alcohol disminuye el ritmo de la temperatura corporal (Danel et al.,
2001), la secrecién de cortisol y de testosterona en humanos saludables (Damaggio & Gorman
2014), lo cual se mantiene alterado incluso después de la suspensidn de la ingesta de alcohol, y
supone un riesgo para la recaida al consumo de alcohol (Brower, 2003; Damaggio & Gorman, 2014)
tanto para humanos (Bertello et al., 1982), como también en animales (Brager et al., 2010). Por lo
tanto, se ha demostrado que el alcohol afecta de manera importante los ritmos circadianos a través
de la desincronizaciéon de relojes periféricos. Se han propuesto dos principales mecanismos
fisiolégicos para este proceso de desincronizacién, los cuales son los ritmos diurnos de la
temperatura corporal y la actividad del eje HPA, en especial, |a secrecidon de cortisol (Guo et al.,
2016). El NSQ regula las fluctuaciones diurnas de la temperatura a través de un mecanismo
compensador, mientras que los relojes periféricos no tienen esta propiedad, de manera que la
temperatura sirve como una sefial muy importante de restablecimiento de los ritmos circadianos.
Ademas, la temperatura corporal estd estrechamente relacionada con los ritmos de la actividad
locomotora, el ciclo sueno-vigilia y el metabolismo, de manera que la exposicién crdénica al alcohol
produce una desincronizacion sistémica y puede producir un desface de los diferentes ritmos de

hasta 4 horas (Guo et al., 2016). El segundo mecanismo de sincronizacién de ritmos circadiano es el
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ritmo de la actividad del eje HPA y la secrecién de cortisol y glucocorticoides, los cuales son
importantes para la respuesta al estrés del organismo y es responsable de mantener un estado de
alerta en la vigilia, regular la actividad locomotora, e incluso el desempefio en actividades cognitivas
(Herman & Cullinan, 1997), y constituyen también un factor muy potente de sincronizacion de los

relojes periféricos (Guo et al., 2016).

En pacientes con depresidn se ha reportado un acortamiento del ciclo del suefio y un retraso de la
acrofase del suefio MOR, junto con una disminucion en la latencia y una mayor duraciéon del suefio
MOR (Rosenwasser, 2015); lo cual también se ha descrito en las ratas FSL, las cuales han sido
catalogadas como un modelo de depresién (Shiromani et al.,, 1991). Esto soporta nuestros
resultados de un desfase en la acrofase del suefio MOR en las ratas LY el cual no fue sincronizado a
la fase de la condicién control después de la ingesta de alcohol. No obtuvimos cambios en la
duracidn del ciclo para el SOL ni el suefio MOR, ya que mantuvimos a las ratas en condiciones de
luz-oscuridad 12:12, sin embargo, la ingesta de alcohol establecié un ritmo circadiano para la
duracidn de la vigilia. Estos resultados junto con los obtenidos en nuestro laboratorio en los cuales
se reporta que las ratas LY presentan una mayor inmovilidad en la prueba de nado forzado (Bravo
Duran, 2020), lo cual se asociada a la depresién, soportan la hipétesis de que las ratas LY son un

modelo de ansiedad y depresién.

Asimismo, se ha reportado que la ingesta de alcohol puede regular los ritmos de suefio en
paradigmas de exposicién voluntaria de alcohol empleando un protocolo de libre eleccidn, y con
soluciones de alcohol de <10% (Rosenwasser et al., 2014). Sin embargo, los resultados suelen ser
contradictorios, ya que bajo estos mismos pardmetros se han reportado adelantos en la acrofase
del suefio (Guo et al., 2016), tal como ocurrié con las ratas HY, al ser estas resilientes y al tener
menor respuesta de incrementos de corticosterona después de ser sometida a un estresor como lo
es la restricciéon de movimientos (Fierro et al., sometido a consideracién editorial). Estos hallazgos
implican que las sublineas nos ofrecen modelos animales ideales para el estudio de las relaciones
entre el genotipo que determina los fenotipos evaluados a través de despliegues conductuales
especificos como son el bostezo, el aseo, la conducta de evitacion, la exploracion en un campo
abierto, entre otros (Schmidt & Miiller, 2006), y su despliegue de diferentes respuestas fisioldgicas

a lo largo del ritmo circadiano.

El efecto principal del consumo de alcohol crénico en el ritmo circadiano del ciclo suefio-vigilia es la

desincronizacion de los ritmos fisiologicos y de los relojes moleculares periféricos, y es esta
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desincronizacién en ultima instancia, la que también constituye un factor de riesgo para la recaida
en el consumo de alcohol en sujetos alcohdlicos recuperados (Brower etal, 2001). La
desincronizacién de los ritmos enddgenos provocados por la ingesta crénica de alcohol es un
aspecto que pasa desapercibido, sin embargo, es muy importante, ya que el funcionamiento 6ptimo
del organismo depende de la sincronia de los ritmos enddgenos y son fundamentales para un estado

de bienestar y pueden ser también biomarcadores para estados patoldgicos.

Por lo tanto, el consumo crénico de alcohol produjo alteraciones en el ciclo suefio vigilia en ratas HY
y LY, sin embargo, las ratas LY tuvieron mayores efectos de la ingesta de alcohol sobre su conducta
evaluada en el laberinto en cruz elevado al inducir ansidlisis, y sobre su ciclo suefio-vigilia, al
aumentar el SOL y suefio MOR, especialmente en la fase de oscuridad, ademds de que produjo un
retraso en la acrofase del suefio MOR. Los resultados obtenidos en las ratas LY son consistentes en
la literatura acerca de los efectos de la ingesta de alcohol sobre modelos animales con rasgos de
alta ansiedad. En el caso de las ratas HY, los efectos que produjo el alcohol sobre su conducta
evaluada en el laberinto en cruz elevado, en la duracidn total de las fases de sus ciclo suefio-vigilia,
asi como en los ritmos circadianos de suefio-vigilia no fueron significativos, lo que coincide con lo
reportado en al literatura, que los sujetos resilientes tienen menos alteraciones después de la
ingesta crdnica de alcohol, ademds de que tienen la capacidad de regresar a los niveles basales

después de la suspensidn del consumo de alcohol.

11. Conclusiones

1. Las ratas LY consumieron significativamente mas alcohol que las ratas HY.

2. El alcohol afecta el despliegue conductual en el laberinto en cruz elevado en las ratas LY, pero no

en las HY.

3. La arquitectura del suefo se vio mas afectada en las ratas LY que en las HY.

4. El analisis COSINOR mostro que las ratas LY no presentan un ritmo circadiano de la vigilia, pero la

ingesta de alcohol produjo una sincronizacion de esta fase del ciclo sueno-vigilia.

5. Las ratas LY tuvieron una mayor duracién de suefio MOR y un aumento de este después de la
ingesta crdnica de alcohol, junto con un retraso en la acrofase de aproximadamente 2 horas con
respecto del ritmo circadiano del suefio MOR en condiciones control, lo que coincide con los signos

reportados en sujetos con ansiedad.
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6. Las ratas HY, al ser resilientes, mostraron menos alteraciones en su conducta evaluada en el
laberinto en cruz elevado, en la duracién de su ciclo suefio-vigilia, y una menor afectacién a sus

ritmos circadianos de sueno-vigilia.
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