Efectos conductuales del consumo

espontaneo de alcohol en ratones NRMiI
bajo estres discontinuo

Spontaneous alcohol consumption behavior effects on NMRI mice under discontinuous stress
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Con el propésito de evaluar los efectos conductuales del
consumo espontaneo de alcohol en ratones NRMI bajo es-
trés contindo, se disefid un experimento con 4 grupos de
investigacion: Control (n=21), control-estrés (n=25), alcohol
(n=23) y alcohol-estrés (n=31); los cuales posterior a un pre-
condicionamiento, recibieron etanol (10%) y agua ad libitum
y fueron sometidos a nado forzado a 5°C por 1min tres ve-
ces/semana. Posteriormente, se evalué la actividad locomo-
tora en caja de motilidad, ansiedad en laberintos en cruz y
memoria de trabajo en laberinto radial de 8 brazos. Todas
las mediciones pre-induccion resultaron iguales; el grupo
alcohol-estrés registrd un porcentaje significativamente ma-
yor de permanencia en el brazo abierto respecto al cerrado
del laberinto en cruz; poca motilidad vertical, y les tomd mas
tiempo resolver el laberinto radial, en comparacién con to-
dos los grupos. La tendencia de los resultados permite afir-
mar que el estrés potencia las alteraciones conductuales en
los animales alcohdlicos.
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Introduccion

El alcohol etilico es un toxico de alto riesgo cuyo consumo
esta socialmente aceptado y sus consecuencias son un pro-
blema de salud publica.

El consumo voluntario en grandes cantidades de alcohol
produce una elevacién de las concentraciones de alcohol en
sangre, lo que genera tolerancia y dependencia en los ani-
males consumidores’. La revision de la literatura evidencia
que los animales expuestos a consumo voluntario de alcohol

With the aim to evaluate the effects of spontaneous alco-
hol consumption on NMRI mice submitted to discontinu-
ous stress. We designed a 4 experimental groups: Control
(n=21), control-stress (n=25), Alcohol (n=23) and Alcohol-
stress (n=31); witch posterior to pre-trials, received ethanol
(10%) and water ad libitum and were subject of force swim-
ming test at 5°C for 1minnute three times/week. Succeed-
ing, we evaluate locomotor activity in motility cage, anxiety
on cross maze and working memory on 8-arm radial maze.
All pre-trials results were same; likewise a significant higher
percent of alcohol-stress group remaining more time in open
arms than closed at cross maze, vertical hypomotility and
displayed expend more time to solve the radial maze, all
compared against the others groups. The results that stress
behavior potentiate behavior disturbance observed in alco-
holic animals.

Key Words: Alcohol, stress, behavior (source: MeSH, NLM)

toleran entre 2,5% a 10% de alcohol modificado su sabor
con la incorporacion de una solucién de sucrosa2.

Existen experiencias que demuestran que el consumo de al-
cohol es inducido por situaciones de estrés, en tal sentido
un estudio realizado en la universidad del Norte de Caro-
lina demostré que los animales sometidos a nado forzado
incrementaban el consumo de alcohol a la tercera semana
de haberse iniciado los eventos estresantes?.
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Los modelos animales con un consumo de concentraciones
de alcohol superiores a 2,5 gr. desarrollan dafio cerebral que
afecta su memoria visual, cognitiva y emocional observan-
dose una correlacion dosis severidad de la lesion®.

En relacién con el efecto locomotor, hay evidencias que
muestran que los roedores de 3 semanas de edad someti-
dos al consumo de 2.5% gr. de alcohol aumentan su activi-
dad motora®.

En vista de que no hay evidencias locales de los efectos con-
ductuales del consumo espontaneo de alcohol en ratones
NMRI publicadas en la literatura, se disefd un estudio expe-
rimental para determinar los efectos del consumo de alcohol
sobre la motilidad, la ansiedad y la memoria-aprendizaje.

Se espera que este estudio sirva de base para la realizacion
de estudios moleculares que pongan en evidencias los efec-
tos del alcohol sobre el sistema muscarinico colinergico.

Metodologia

Se disefi6 una investigacion experimental con modelos ani-
males, ratones NRMI todas hembras, de 3 semanas de na-
cidos y 40 gramos de peso, obtenidos del Bioterio Central
de la UCLA. Se estudiaron un total de 80 ratones los cuales
fueron asignados por un procedimiento aleatorio en 4 gru-
pos. Los grupos se identificaron como grupo alcohol, grupo
alcohol estrés grupo control y grupo control estrés; separa-
dos en jaulas pequefias de 32.5x33.5x13.5 cm.

Pre-condicionamiento: Para el proceso de precondicio-
namiento de los ratones al ambiente de laboratorio y a los
laberintos se mantuvieron a temperatura, humedad y lumi-
nosidad ambiental natural; se alimentaron con Perrarina a
libre demanda y tuvieron acceso libre al agua durante esta

fase. Para este precondicionamiento se emplearon 30 dias.

Finalizado esté periodo se procedié a realizar las medicio-

nes preinduccion correspondiente a la ansiedad, motilidad y

la memoria trabajo. Seguidamente se inicio la induccién del
- consumo de alcohol para identificar los grados de alcohol
- tolerables en los animales que formaban parte de los grupos
alcohol y alcohol estrés, asi como la medicion de gramos de
alimentos y agua consumida en todos los grupos. Por otra
parte se probé la tolerancia al estrés en los grupos control
estrés y alcohol estrés Completada estas etapas se inicio
la fase de experimentacion. Durante todo el experimento se
llevé un control diario de consumo de alimento (50gr), agua
(100 cc) y alcohol al 10% (100 cc); asi como un control se-
manal de peso.

Ansiedad: En la mediciéon de la ansiedad se utilizé un labe-
rinto en cruz a 79 cm. de altura; dos de los brazos continuos
eran abiertos (sin paredes) y los otros dos brazos continuos
cerrados (con paredes de 39.5 cm. de altura). Las dimensio-
nes de cada brazo es 58.5cm x19.5 cm. Para el ensayo se
colocaba cada individuo durante un lapso de diez minutos

en el laberinto. Se cuantifico el tiempo de permanencia en
los brazos abiertos y/o cerrados y el nimero de veces que
ingresé el ratdén a los dos tipos de brazos. Cada ratén se
evalud por separado.

Motilidad: Para la medicién de la motilidad se colocaron los
animales en una caja de motilidad de 49.5x49.5 x 30 cm. di-
vidida en cuatro (4) cuadrantes iguales por dos lineas visibles
marcadas en el piso. Se contabilizaron los desplazamientos
horizontales (movimiento de desplazamiento de un cuadran-
te a otro), los desplazamientos verticales (cuando el animal
levanta sus extremidades anteriores y se sustenta sobre las
extremidades posteriores) y los movimientos estereotipados
de rascado, esta medicion se realizé en un lapso de diez (10)
minutos, precedidos por cinco (5) minutos de adaptacién en
la caja de motilidad. Cada ratén se evallo por separado.

Memoria de Trabajo: La memoria de trabajo fue ensayada
en un laberinto radial de 8 brazos de acuerdo a metodolo-
gia previamente descrita®’. Previamente los animales fueron
acostumbrados a alimentarse y a deambular libremente en
el laberinto por un periodo de 3 dias. Al cuarto dia se inicia
los experimentos colocando el animal en el compartimien-
to central del laberinto con todas las compuertas cerradas
durante 10 segundos, luego las compuertas se abren y se
deje libremente entrar al animal a uno de los brazos donde
encontrara un recipiente que contiene alimento consistente
en un comprimido de comida para roedores, una vez dentro
del brazo se cierran todas las compuertas con excepcion de
la compuerta del brazo visitado. Se permite que el animal
consuma la comida y salga hacia el compartimiento central,
procediendo a cerrar la compuerta faltante, se espera 10
seg y se repite el procedimiento descrito hasta que el animal
visite los 8 brazos y consuma la comida ofrecida. En este
protocolo se mide el tiempo y numero de errores cometidos
durante la resolucién del laberinto. Se considera error cuan-
do el animal ingresa a un brazo previamente visitado.

Induccién de Consumo de Alcohol: Una vez realizadas
las mediciones de ansiedad, motilidad y memoria trabajo se
procedio a iniciar el proceso de induccion del consumo de
alcohol en los ratones, se colocaron en N° de 4 en jaulas de
30x19.5x13.5 cm. Se les dio a tomar cantidades crecientes
de alcohol aumentandose cada dos dias; se inicié con 1%
alcanzandose una concentracion de 10% de alcohol, ya que
por encima de 10% disminuyo el consumo y se registraron
muertes en los animales.

A los grupos identificados como alcohol estrés y control es-
trés, al segundo dia de iniciada la induccion, se sometieron a
estrés, que consistio en colocarlos en un recipiente con agua
a una temperatura de 5° C durante un (1) minuto o menos
si el ratdon se sumergiera hasta el fondo del recipiente. Este
procedimiento se llevé a cabo tres dias a la semana (lunes,
miércoles y viernes) a la misma hora durante un mes. Esta
fase del estudio se llevé a cabo por tres (3) meses. Es im-
portante resaltar que los especimenes que morian durante la



realizacion del estudio, eran remplazados debiéndose cumplir
con todas las etapas del desarrollo de la investigacion. Todos
los estudios fueron llevados a cabo en un cuarto antirruido.

Analisis: La informacion recolectada fue procesada en el
paquete estadistico SPSS version 15.0, los datos se pre-
sentaron en Tablas. Previo el andlisis de la informacién se
comprobd el tipo de distribucion de los datos a través de la
prueba Z de Kolmogorov-Smirnov, una vez verificada la no
distribucion normal de las variables en estudio, se empled
como medida de resumen el porcentaje y como prueba de
significancia el test de Kruskal Wallis para la comparacién de
cuatro grupos independientes.

Resultados

Ansiedad: Entre los hallazgos de esta investigacion, se evi-
dencié que al analizar el tiempo de permanencia en el labe-
rinto de brazo abierto que en todos los grupos de estudio
la mayoria del los animales se ubicaron en el brazo abierto
durante menos 100 segundos, siendo el porcentaje de 87 %,
al estudiar cada grupo, se observa que en el grupo control
19,1% se ubicé un tiempo mayor a 100 segundos, en el con-
trol estrés ningun animal, en el grupo alcohol 12,9% vy final-
mente en el alcohol estrés se ubicaron el 19,3%. Al realizar el
test de Kruskal-Wallis se obtuvo una probabilidad de 0,138
lo que permite afirmar que los grupos eran comparables en
este comportamiento al inicio del estudio. Al analizar la fase
post-induccion en el laberinto de brazo abierto (figura 1), se
aprecia que en todos los grupos con excepcién del grupo
alcohol estrés mas del 80% de los animales permanecieron
menos de 80 segundos en el brazo abierto. Observandose
que en el grupo control solo 9,6% superd una permanencia
mayor a 80 segundo, en el grupo control estrés solo el 16%,
en el caso del grupo alcohol 13% y alcohol estrés 29%, se
encontrd diferencias estadisticamente significativas (test de
Kruskal-Wallis, valor de p = 0,01). En cuanto a la medicion
preinduccion del tiempo duracion en el brazo cerrado 86%
de de los animales permanecieron por mas de 500 segun-
dos en los brazos cerrados; siendo inferior en 23,9% de los
animales del grupo control, 12,9% de los ratones del grupo
alcohol y 20,4% en el grupo alcohol estrés; no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (test de Kruskal-
Wallis, valor de p = 0,409). Por otra parte al comparar los
grupos en el tiempo de duracion en el laberinto de brazo
cerrado post-induccion (figura 2), se aprecia que un 77%
permanecié mas de 500 segundos en el brazo cerrado,
mientras que en el grupo control este porcentaje se ubicd en
90,5%, en el grupo control estrés fue de 76%; en caso de
los que consumen alcohol 87% permanecieron en el brazo
cerrado por encima de 500 segundos y en el grupo alcohol
estrés este porcentaje se ubicé 60,3%. Se encontrd diferen-
cias estadisticamente significativas (test de Kruskal-Wallis,
valor de p = 0,011)

Figura 1. Ratones NRMI seguin grupo y tiempo en brazo abierto

medicion pre-induccion y post-induccion.
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Siendo A el grupo control, B el grupo estrés, C el grupo alcohol y D el grupo alcohol-estrés.

Figura 2. Ratones NRMI segun grupo y tiempo en brazo cerrado

medicion pre-induccion y post-induccion.
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Siendo A el grupo control, B el grupo estrés, C el grupo alcohol y D el grupo alcohol-estrés.

Motilidad: Cuando se analizan la motilidad a través de los
grupos y los movimientos horizontales estereotipados basa-
les se evidencia un predominio de los animales que durante
la observacion realizaron mas de 60 movimientos horizonta-
les (59%), correspondiendo para el grupo control 47,6%, en
el caso del grupo control estrés este porcentaje fue 68%, en
los grupos alcohol y alcohol estrés estos porcentajes fueron
47,8% y 67,8% respectivamente, no observandose diferen-




cias estadisticamente significativas (p = 0,654). Al explorar la
motilidad horizontal post-induccién de los animales (figura
3) se observé que 88% de los animales realizaron menos de
122 movimientos horizontales, siendo este porcentaje infe-
rior en el grupo control (66,8%) y superior en el grupo control
estrés (92%), alcohol (95,6 %) y alcohol estrés (93,6 %), obte-
niéndose un valor de p = 0,064. Las alzadas o movimientos
verticales en la fase de pre-induccién muestran una mayor
ejecucion de movimientos en el grupo alcohol y alcohol es-
trés en los que se registraron hasta 170 movimientos, obser-
vandose un valor de p = 0,993. En la fase de post.-induccion
(figura 4) de la motilidad se observé una reduccién de la
motilidad vertical en todos los grupos, 52,4% del grupo
control ejecutd entre 72 y 101 movimientos, 52% del grupo
control estrés realizd entre 57 y 86 movimientos; en el caso
del grupo alcohol 60,9% efectud entre 72 a 101 y el grupo
alcohol estrés 71,1% realizaron entre 42 a 86 movimientos.
Se encontré diferencias estadisticamente significativas (test
de Kruskal-Wallis, valor de p = 0,016)

Figura 3. Ratones NRMI seguin grupo y movimientos horizontales

estereotipados en pre y post induccion.
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Al comparar en los grupos el tiempo en la resolucion del la-
berinto durante la fase pre-induccién los animales no mos-
traron diferencias en el tiempo de resolucién del laberinto,
observandose que en todos los grupos predominaron los
animales que resolvieron el laberinto en un tiempo de 238
a 276 minutos. (Valor de p = 0,173). En la medicién post-
induccién del tiempo de resolucién (figura 6) 59,6% de los
animales resolvieron el laberinto entre 233 y 324 segundos;
al analizar los grupos, 61,9% del grupo control, 76% del gru-
po control stress, 65,2% del grupo alcohol y s6lo 40% del
grupo alcohol stress lo resolvieron en este tiempo, estas di-
ferencias son estadisticamente significativas (p= 0,01).

Figura 4. Ratones NRMI seguin grupo y movimientos verticales

estereotipados en pre y post induccion.
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Siendo A el grupo control, B el grupo estrés, C el grupo alcohol y D el grupo alcohol-estrés.

Memoria de Trabajo: Al analizar la frecuencia de errores co-
metidos en la fase de pre-induccion por grupos se observa
que los animales al resolver el laberinto 81%, se cometieron
entre 1y 2 errores. El grupo control ejecuté entre 1y 3 erro-
res; 80% del grupo control estrés y 91,6% del grupo alcohol
estrés efectuaron entre 1y 2 errores, mientras que en el gru-
po alcohol (78,2%) realizé entre 2 y 3 errores. Las diferencias
son estadisticamente significativas (p = 0,01). Cuando se es-
tudia la frecuencia de errores cometidos en la resolucion del
laberinto post-induccién | (figura 5) se evidencia que todos
los grupos se ubicaron entre 2 y 3 errores excepto el grupo
alcohol estrés que se ubicé entre 1y 3 errores, estas diferen-
cias son estadisticamente significativa (valor de p = 0,005).

Siendo A el grupo control, B el grupo estrés, C el grupo alcohol y D el grupo alcohol-estrés.

Figura 5. Ratones segun grupo y frecuencia de errores cometidos

en la resolucion del laberinto en mediciones pre y post-induccién
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Siendo A el grupo control, B el grupo estrés, C el grupo alcohol y D el grupo alcohol-estrés.



Figura 6. Ratones segun grupo y tiempo en la resolucién del
laberinto en mediciones pre y post induccion.
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Siendo A el grupo control, B el grupo estrés, C el grupo alcohol y D el grupo alcohol-estrés.

El consumo de alcohol esta ligado al desarrollo histérico de
la humanidad, evidenciandose efectos negativos si el con-
sumo es excesivo o efectos positivos si el consumo es mo-
derado®. Se sabe que una concentracién en sangre de 1%
de etanol produce danos severos sobre el sistema nervioso
central. El consumo moderado de alcohol esta implicado en
efectos positivos sobre la conducta como son el placer y
la activacion, o de efectos negativos como la reduccién del
stress y la ansiedad®. La propiedad ansiolitica del alcohol se
considera uno de los factores motivacionales mas importan-
te para su consumo, dependencia y adiccién™.

En la presente investigacion se estudio el efecto del alcohol
y el estrés en animales de experimentacién (ratones NRMI)
sobre aspectos conductuales tales como la ansiedad, moti-
lidad y memoria.

Entre los hallazgos encontrados en el presente estudio se
evidencio que en la fase de pre-induccion en relacion con la
variable ansiedad todos los grupos eran comparables, a di-
ferencia de la fase de post-induccién donde se observa que
el grupo de alcohol estrés (19,3%) permanece mayor tiem-
po (mas de 100 seg.) en el brazo abierto (p = 0,01), lo que
indica que estos ratones se aventuran preferiblemente por
los brazos sin proteccion, pues se sienten menos inhibidos
y menos ansiosos. Estos resultados se corroboran con lo
expresado en estudios que indican que el alcohol disminuye
el miedo y la inhibicién, es decir el componente de evitacién
en un conflicto de aproximacién-evitacion'. De igual forma

se encontré durante la permanencia en el brazo cerrado, en
el grupo alcohol estrés sélo 60,3% permanecié mas de 500
segundo, mientras que este porcentaje fue mayor en el gru-
po control 90.5%, lo que demuestra lo dicho por estudios
previos que indican que el alcohol tiene propiedades ansioli-
ticas en diferentes paradigmas conductuales'.

Cuando se analiza la motilada a través de los movimientos
horizontales en la fase de preinduccion no se observo dife-
rencia estadisticamente significativa entre los grupos, pues
en su mayoria realizaron entre 60 movimientos horizontales.
No obstante, en la fase de post-induccion a pesar de que
las diferencias encontradas son marginalmente significativas
(p = 0,064) un alto porcentaje de los ratones de los grupos
alcohol (95,6%) y alcohol estrés (93,6%) ejecutaron mas de
122 movimiento. Esto pudiera ser explicado debido a que
los animales sometidos al consumo de alcohol aumentan su
hiperactividad y agresividad por la disminucién de los nive-
les de serétina, efecto que se aprecia en el consumo agudo
o croénico de la droga.

En cuanto las alzadas o movimientos verticales en la fase de
post.-induccién se observé una reduccion de la motilidad
vertical en todos los grupo, siendo esta reduccion (42 a 86
movimientos) mayor en el grupo alcohol estrés (p = 0,016),
esto pudiera tener su explicacion en el hecho de que el al-
cohol altera la marcha y el equilibrio lo que impediria que el
animal se sustenta sobre las extremidades posteriores de
una manera adecuada que impida la motilidad vertical.

En la medicién post-induccion del tiempo de resolucién del
laberinto se evidencia que un alto porcentaje de los animales
resolvieron el laberinto entre 233 y 324 segundos; no obs-
tante, al comparar los grupos se encontrd que solo 40% del
grupo alcohol stress lo resolvieron en este tiempo (p = 0,01)
esto se corrobora con lo encontrado en la literatura donde se
expone que el alcohol por su efecto oxidante produce dafio
sobre la neurona del hipocampo, zona que esta involucrada
directamente en fendmenos de memoria y aprendizaje. Adi-
cionalmente se puede decir que el alcohol afecta el estado
de alerta lo que permite atribuirle el mayor tiempo en la reso-
lucion del laberinto en los grupos que consumian alcohol™.
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