gpn
:l--
L] T
158 3

Anuarto de Investigaciones de
la Facultad de Psicologia.

Afio 2012, Vol. 1, N°1, 1-14

UNC

400 ANOS

ISSN 1853-0354

www.revistas.unc.edu.ar/index.php/aifp

Aprendizaje durante la ontogenia temprana: implicancias del

sistema opiaceo en la modulacion de aprendizajes mediados por

Resumen. Fetos e infantes altriciales procesan atributos sensoriales y/o toxicos etilicos. Los
efectos reforzantes de esta droga estarian mediados por el sistema opidceo. Se analizan los
mecanismos intervinientes en la generacion de memorias prenatales y/o infantiles, mediadas
por el etanol y sus efectos sobre la autoadministracion etilica en ratas neonato e infantes. Se
realizaron manipulaciones prenatales con alcohol en combinacion con un antagonista opiaceo.
Los neonatos fueron evaluados en un esquema de condicionamiento instrumental donde etanol
obraba como reforzador. Otro grupo fue evaluado durante la infancia en términos de consumo
etilico. Los neonatos con experiencia prenatal etilica, y reforzados con etanol, respondieron
significativamente mas y exhibieron una resistencia a la extincién mayor que los grupos
controles. Aquellos neonatos prenatalmente expuestos al etanol junto con un antagonista
opiaceo no selectivo, no mostraron este aumento en la respuesta instrumental al etanol. Los
niveles de consumo etilico infantil aumentaron significativamente si los sujetos tenian
experiencia prenatal con la droga, excepto que sus madres hubieran sido administradas
prenatalmente también con el antagonista opiaceo. Experiencias etilicas prenatales promueven
la respuesta instrumental en neonatos, reforzada por etanol. A su vez, el sistema opidceo
endégeno esta involucrado en los procesos de adquisicion de esta memoria prenatal. Por otra
parte, la presencia de la droga en el ambiente prenatal promueve el consumo infantil de la
misma, asi como también el sistema opiaceo estd implicado en la adquisicion y la expresion a
largo plazo de esta memoria. En conjunto, el sistema opidceo enddgeno participa en la
adquisicién de memorias prenatales etilicas, modulando la respuesta posterior a cualidades
reforzantes de la droga, tanto en neonatos como en ratas infantes.

Abstract.. The main goal of this study was to analyze the involvement of the opioid system in
the acquisition and expression of prenatal and infantile ethanol-related memories. We
evaluated how prenatal experiences modulate ethanol self-administration in newborn rats, and
infantile ingestion of the drug. During GDs 17-20, dams received ethanol or water and
immediately after they receive a non-selective opioid antagonist (naloxone) or saline injection;
a fifth prenatal group received naloxone 20-min before ethanol administration. On PD 1, pups
were evaluated in an operant learning procedure. Neonates were trained to obtain a given
reward (milk or 3% EtOH v/v). Yoked controls received the reinforcer each time the
experimental pup was rewarded. During the extinction session, reinforcer was not available.
During PDs14-15, were evaluated in an intake test with infusions of ethanol (5%) or water. At
PD 1, pups rapidly acquired an operant response to gain access to milk. Neonates prenatally
treated with ethanol, and immediately after exposed to maternal naloxone or saline injection,
increased operant responses, to gain access to ethanol. This profile was similar during
acquisition and extinction session. Intake during infancy showed that pups prenatally exposed
to ethanol and then injected with naloxone or saline, consumed higher levels of ethanol, in
comparison with the remaining groups. Prenatal naloxone treatment, injected before ethanol
administration, significantly reduced ethanol consumption during infancy. Ethanol prenatal
experiences promote neonatal operant learning, supported by reinforcing attributes of the drug.
The endogenous opioid system is involved in the acquisition of this prenatal ethanol-related
memory, particularly when this system is blocked 20-min before ethanol presentation. Results
from infantile intake test indicate long-term retention of a prenatal ethanol-related memory.
Finally, it seems clear that the endogenous opioid system is involved in the acquisition of
prenatal ethanol memories, and this experience modulates reinforcing attributes of the drug in
neonate and infant rats.
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Experiencias tempranas con el etanol resultan en un marcado incremento en la afinidad por la

busqueda y/o consumo posterior de la droga, tanto en humanos como en modelos animales (Chotro et

al., 2007; Molina et al., 2007; Spear and Molina, 2005). Si se considera que las experiencias tempranas
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con el etanol, pueden promover el consumo posterior de la droga -e incluso, el abuso de la misma en
humanos (Baer et al., 1998; 2003; Spear and Molina, 2005; Yates et al., 1998)-, conocer entonces los
mecanismos responsables de estos efectos, observados durante la temprana infancia, cobra relevancia.

Estudios realizados con neonatos de rata, han observado que éstos son altamente sensibles a
las propiedades reforzantes de la droga. Asimismo, presentan una clara predisposicion a consumir
concentraciones bajas 0 moderadas de etanol, sin la necesidad de realizar previamente procedimientos
de iniciacion al consumo (Cheslock et al., 2001; Petrov et al., 2001; Varlinskaya et al., 1999).

Un posible mecanismo por el cual experiencias tempranas con el etanol resultan en un
incremento en los niveles de consumo de la droga, seria el aprendizaje asociativo (Pautassi et al.,
2009). Distintos trabajos indican gue el organismo joven puede asociar las consecuencias reforzantes
del etanol con estimulos presentes durante la presentacion de la droga (Abate et al., 2008; Chotro et
al., 2007, Spear and Molina, 2005). Este proceso podria resultar en una mayor preferencia por la droga
y/o por los estimulos que predicen sus consecuencias positivas. En este sentido, cuando neonatos de
rata recibieron una pequefia dosis de etanol (administracion i.p.; 0.125-0.25 g/kg Petrov et al., 2003;
Nizhnikov et al., 2006a) en contingencia con un pezon artificial que liberaba agua (fluido no
reforzante), exhibieron posteriormente un marcado aumento en los tiempos de prensién a este
dispositivo artificial. Adicionalmente, se observé una marcada preferencia hacia este dispositivo
cuando el mismo fue previamente asociado a una inyeccion de etanol, directamente a nivel de sistema
nervioso central (Nizhnikov et al., 2007).

Un grupo abundante de evidencias, involucra al sistema opiaceo enddgeno (péptidos y
receptores opiaceos) con los procesos de recompensa y reforzamiento. Independientemente del sitio de
accion inicial que poseen distintas sustancias neuroactivas (morfina, nicotina, anfetamina e incluso
etanol), un mecanismo comun estaria dado por el incremento en la concentracion extracelular de
dopamina a nivel de nicleo accumbens, que resulta como consecuencia de la accion de estas drogas a
nivel de receptores opiaceos (Gianoulakis, 2009). Durante las primeras etapas del desarrollo
ontogénico, si bien el sistema opidceo no ha completado ain su madurez, algunos subtipos de
receptores [ y k son funcionales y capaces de modular aprendizajes, incluso, durante el tltimo periodo
gestacional de la rata (Arnold et al, 1993; Robinson et al., 1993; Smotherman et al., 1993). El sistema
opiaceo parece tener un rol facilitador en la adquisicion de preferencias olfatorias y en la asociacion
condicionada entre el pezén materno y la liberacion de leche. Ambos procesos son altamente
relevantes para el normal desarrollo de la interaccion madre-cria, interaccion social que es critica para
la supervivencia (Roth& Sullivan, 2003). En lo que respecta particularmente a aprendizajes prenatales
mediados por el etanol, el sistema opidceo jugaria un rol importante tanto en el incremento del
consumo infantil, como en la expresion de respuestas positivas hacia las propiedades gustativas de la
droga (Arias &Chotro, 2005; 2006; Chotro& Arias, 2003). En este sentido, a través de un modelo de

condicionamiento clasico neonatal, se ha observado que los efectos reforzantes etilicos también
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estarian mediados por la activacion de receptores opiaceos —particularmente, p y k- (Nizhnikov et al.,
2006Db).

En términos generales, los estudios que se han mencionado hasta ahora emplean técnicas de
condicionamiento clasico para evaluar aspectos motivacionales del etanol. Estas técnicas son
realmente valiosas por el poder de analisis que presentan. Permiten realizar variaciones sistematicas en
términos de dosis, tiempos postadministracion e intensidad de los estimulos (Rescorla, 1988). Sin
embargo, no permiten modelar el patrén consumo humano, que implica la auto-administracién de la
droga. Para esto, se han desarrollado modelos animales de autoadministracion mediante el uso de
diversos esquemas de condicionamiento instrumental. Estos procedimientos operantes son importantes
para conocer los comportamientos de busqueda asociados a las disponibilidad de la droga y el
verdadero patron de auto-administracién de la misma (Pautassi et al., 2009). No obstante, los modelos
de condicionamiento operante utilizados con animales adultos, no pueden ser directamente aplicados
en ratas infantes. Esto se atribuye a la rapidez con que ocurren cambios madurativos, asi como las
limitadas habilidades motoras y sensoriales, durante las primeras etapas del desarrollo ontogénico.
Recientemente, se han desarrollado técnicas de condicionamiento instrumental adaptadas a las
capacidades motoras de neonatos (Pautassi et al., 2009) y de ratas infantes (Pautassi et al., 2008; Ponce
et al., 2008) para analizar las propiedades reforzantes el etanol.

Un estudio reciente ha sido conducido para evaluar la participacion del sistema opiaceo en los
mecanismos de adquisicion de una memoria etilica prenatal y como esta experiencia fetal modula
patrones de busqueda y auto-administracion de la droga en el neonato de rata. Para ello, ratas hembra
fueron administradas con etanol y con un antagonista no especifico de receptores opiaceos (naloxona),
durante los Gltimos cuatro dias gestacionales. Al dia postnatal 1, los neonatos fueron evaluados
mediante un esquema de condicionamiento instrumental, frente a la estimulacion intraoral de agua,
leche o etanol al 3% o al 0.22%. En este estudio no se observaron cambios en la respuesta
instrumental en funcién de la experiencia prenatal con etanol y/o con naloxona. Sin embargo, cuando
se evaluaron neonatos sin ningdn tipo de manipulacion prenatal, los mismos mostraron
significativamente mayores niveles de respuesta operante, en relacion al grupo control no apareado
cuando fueron reforzados con leche o con etanol al 0.22%. Asimismo, durante la fase de extincion,
tanto los animales previamente reforzados con leche y ambas soluciones etilicas, desplegaron mayores
niveles de respuesta (Miranda Morales et al., 2007).

En este primer experimento no fue posible entonces, observar cambios en la respuesta
instrumental en funcion de la experiencia prenatal con etanol y/o con naloxona. Es por ello que
posteriormente se condujo un segundo estudio en el que se generaron las siguientes condiciones
prenatales: hembras prefiadas administradas con etanol e inmediatamente después inyectadas con
naloxona; hembras administradas con la droga e inyectadas con agua; otros dos grupos controles

recibieron una administracion de agua y fueron inyectados con naloxona o agua, respectivamente. En
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este experimento, se sumo un quinto grupo de hembras a las cuales se les inyectd la naloxona 20
minutos previos a la administracion etilica, durante los DGs 17-20. Este quinto grupo prenatal fue
incorporado de acuerdo a bibliografia que indica que, farmacol6gicamente, la naloxona alcanza
valores maximos de concentracion durante los 60 y 120 minutos post-administracion
(Goodman&Gilman, 1996). Por otra parte, se sabe que el etanol alcanza niveles méximos de
concentracion entre los 30 a 60 minutos postadministracion (Abate et al., 2000; Dominguez et al.,
1996). Posiblemente entonces, sea necesario que el antagonista sea presentado previo a la
administracion etilica para ejercer su efecto silenciador del sistema opi&ceo. Estos neonatos fueron
evaluados al DP 1 en el esquema de condicionamiento operante y se utilizaron como reforzadores,
etanol (3% v/v) o leche. Al igual que en el estudio previo, se incluyeron una sesién de evaluacion y
una sesion de extincion (Miranda Morales et al., enviado a publicacion).

Bajo estas condiciones experimentales se observé que, tanto durante la fase de adquisicion
como la fase de extincion, los neonatos del grupo apareado entrenados para recibir leche como
reforzador incrementaron sensiblemente el nimero total de respuestas operantes, independientemente
de la experiencia prenatal recibida. Sin embargo, cuando el etanol fue utilizado como reforzador de la
conducta, se observo que aquellos neonatos prenatalmente expuestos al etanol, con excepcion del
grupo que recibié la naloxona 20 min. previos a la intoxicacion etilica materno-fetal, aumentaron
significativamente los niveles de respuesta instrumental. Este efecto fue observado tanto durante la
fase de adquisicion como la sesion de extincion.

Este resultado sugiere que una memoria etilica prenatal promueve el aumento en los niveles de
respuesta instrumental cuando el etanol actiia como reforzador, durante las primeras 24 horas de vida
postnatal. Por otra parte, cuando el sistema opidceo es silenciado utilizando un antagonista no
selectivo, este aumento en la respuesta operante no se observa. Lo que indica que este sistema
neurobioldgico estaria modulando aspectos relacionados con la adquisicion de experiencias prenatales
con el etanol (Figuras 1y 2).

Por otra parte, crias representativas de los 5 grupos prenatales fueron evaluadas en términos de
niveles de consumo etilico infantil (DPs 14 y 15). Este experimento indicé que aquellas crias
prenatalmente expuestas al etanol (independientemente si, posteriormente fueron administradas con
naloxona o agua) consumieron significativamente mayores niveles de una solucion etilica (5 % v/v),
en relacion a crias cuyas madres fueron administradas prenatalmente con agua. En concordancia con
los resultados observados en neonatos, crias derivadas de madres prenatalmente administradas con
etanol, pero que 20 minutos antes recibieron una inyeccion de naloxona, no mostraron este incremento
en los niveles de consumo etilico (Figura 3). En conjunto, estos resultados estarian indicando que,
efectivamente, si el sistema opiéceo es silenciado minutos previos a la administracion prenatal etilica,

no es posible observar respuestas positivas hacia la droga, ya sea en un esquema de condicionamiento
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instrumental neonatal, o bien, en términos de consumo etilico infantil (Miranda Morales et al., enviado
a publicacion).

Se condujeron luego, experimentos para determinar el valor reforzante del etanol, durante la
infancia de la rata (DPs 14-18). Para ello, los estudios desarrollados se valieron del esquema de
condicionamiento instrumental infantil recientemente generado por Pautassi et al (2008) y Ponce et al
(2008). Este esquema de aprendizaje operante resulta sensible para evaluar los atributos reforzantes
del etanol y la posible implicancia del sistema opidceo, en la modulacion de estas experiencias
infantiles con la droga. Se ha desarrollado una serie experimental la cual ha intentado responder, de
manera secuencial, los siguientes interrogantes: i) ¢Es posible que la rata infante se autoadministrarse
etanol?; ii) Las propiedades reforzantes del etanol, en un esquema de autoadministracién infantil de la
droga, ¢estdn moduladas por el sistema opiaceo? Estudios previos indican que ratas infantes son
capaces aprender rapidamente (DPs 14-18) una respuesta instrumental (conducta de hociqueo é nose-
spoke), para recibir directamente en la cavidad oral una solucién azucarada (sacarosa 5% p/v; Culleré
et al., 2009). Asimismo, infantes de estas edades aprenden a realizar la conducta de hociqueo, cuando
reciben como refuerzo una solucion etilica. En este estudio fue necesario pre-exponer a la droga (DP
13) para observar el efecto reforzante de la misma (Ponce et al., 2008).

Para el primer experimento de esta serie se utilizaron crias de 14 dias de edad (6 crias por
camada). Adicionalmente, se utilizé una cria mas por camada para medir niveles de alcohol en sangre.
Durante los DPs 14, 15, 16 y 17 los infantes fueron entrenados en un esquema de condicionamiento
instrumental (razon fija 1), para recibir diferentes reforzadores. Al DP 18, las crias fueron evaluadas
en un ensayo de extincion en la cual, el reforzador estaba ausente. Al momento de comenzar la
evaluacion, se dividio a los animales en parejas (excepto unos que formaron un trio) y, cada uno de los
3 grupos asi formados fue evaluado con un reforzador diferente. Los reforzadores utilizados fueron:
una solucion de sacarosa al 5% p/v [SACAROSA]; agua destilada [AGUA]; el grupo formado por tres
animales fue reforzado por una solucion de etanol equivalente a 3.75 % v/v [ETANOL]. Para cada
reforzador, se trabajo con un sujeto experimental (apareado [P]) y un control (acoplado [Y]). El tercer
animal empleado en el grupo ETANOL, al terminar el entrenamiento del DP16, fue sacrificado para
medir los niveles de etanol en sangre.

Durante el entrenamiento, las crias se entrenaron en cajas operantes individuales. Cada caja
presenta en una de sus paredes laterales un orificio en el que se encontraba adherida una placa sensible
al tacto que genera una sefial visual (luz roja) y auditiva, cada vez que es presionada. La conducta
natural del repertorio del infante reforzada fue el acto de hociqueo (conducta tipica de exploracion del
ambiente), mediante la cual el animal presionaba con el hocico la placa. Se observd también que,
durante los dias subsiguientes de entrenamiento, los animales aprenden a utilizar los miembros
anteriores para presionar la placa y ser reforzados. Entre los DPs 14-17, las crias fueron evaluadas en

un ensayo diario de condicionamiento instrumental. Los infantes apareados fueron entrenados en la
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conducta de hociqueo para recibir como recompensa, cada vez que el sujeto tocara la placa, un pulso
(5ul) de un reforzador determinado, a través de una bomba de infusion conectada a la canula de la
mejilla del animal (duracion del pulso: 1.5 s). Paralelamente, el sujeto acoplado recibi6é una infusion
intraoral del reforzador en funcién de la conducta desplegada por el sujeto apareado, e
independientemente de su propio patron conductual. La inclusion de este grupo responde a la
necesidad de controlar potenciales efectos activadores de la conducta que resultan independientes del
esquema de aprendizaje instrumental. Al DP18 los sujetos fueron evaluados en una sesion de extincion
en ausencia del reforzador previamente apareado a su conducta instrumental.

Se tomd como variables dependientes la frecuencia total de respuestas operantes desplegadas
por los sujetos, durante los 15 min de evaluacion, en cada dia. Ademas se consideré como variable
estimada del consumo, el porcentaje de peso ganado (%BWG) durante cada sesién de evaluacion. Una
de las crias reforzada con etanol, durante las sesiones los dias 14, 15 y 16, fue utilizada para medir los
niveles de etanol en sangre, en funcién de lo consumido al DP16. Las muestras fueron tomadas a los 5
min post-evaluacion. Los niveles de alcohol en sangre fueron determinados por medio de
cromatografia de fase gaseosa.

Los resultados obtenidos en este experimento indicaron que, independientemente del dia de
entrenamiento, los sujetos reforzados con sacarosa -en contingencia con su conducta, (P)-, realizaron
un namero mayor de respuestas que las crias correspondientes a los demas grupos. Al mismo tiempo,
los sujetos P que trabajaron para recibir etanol desplegaron un ndmero de respuestas
significativamente mayor que los sujetos P reforzados con agua. Cabe mencionar que todos los sujetos
se diferenciaron significativamente en el nimero de respuestas realizadas por sus respectivos controles
(Figura 4). Durante la fase de extincion —DP 18-, los sujetos P reforzados previamente con sacarosa 0
etanol, realizaron un nimero significativamente mayor de respuestas operantes que sus controles Y, y
que los reforzados previamente con agua. Ademas, los sujetos P que anteriormente trabajaron por
agua, no se diferenciaron significativamente de sus controles Y (Figura 4).

En lo que respecta a los niveles de consumo, en funcién del reforzador, no se observaron
cambios en esta variable durante el DP14. Durante los DPs 15 y 16 se observé que,
independientemente de la condicidn de los sujetos, los animales infundidos con sacarosa consumieron
significativamente un mayor volumen del reforzador, que los infundidos con agua; los niveles de
consumo de etanol no difirieron significativamente de ninguno de los otros dos reforzadores. Para el
altimo dia de entrenamiento (DP17), los animales infundidos con sacarosa consumieron
significativamente un mayor volumen del reforzador, que los infundidos con agua o con etanol. Los
niveles de alcohol en sangre obtenidos al finalizar el entrenamiento del DP 16, se promediaron y se
calcul6 su desviacion estandar y el error. Los niveles de etanol en sangre para estos sujetos fue de
16.97 £ 2.23 mg%.
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Estos resultados indican que, efectivamente, una solucion azucarada es un potente reforzador
positivo 'y organismos infantes rdpidamente aprenden una conducta instrumental para
autoadministrarse este reforzador. A su vez, durante la fase de extincidn, las crias expresan una tasa de
respuesta sostenida, en comparacion con sus controles acoplados. Aquellos sujetos que recibieron
como refuerzo etanol, si bien no desplegaron niveles de respuesta operante equiparables a los
alcanzados ante la sacarosa, mostraron una tasa de respuesta instrumental mayor a la alcanzada por las
crias que recibieron agua como refuerzo. Asimismo, esta respuesta se mantuvo durante la fase de
extincion. Este dato cobra relevancia si se tiene en cuenta que es una de las primeras evidencias que
crias de rata, sin experiencia previa con la droga, se auto-administran etanol y expresan una elevada
tasa de busqueda hacia los atributos reforzantes etilicos.

Los perfiles de consumo, de los distintos reforzadores, son similares al patrén de respuestas
operantes. A su vez, y como era esperable, el consumo fue similar independientemente de la condicién
de aprendizaje de las crias (P 0 Y). Los niveles de etanol en sangre encontrados al DP 16 (~ 17 mg%)
son similares a los descriptos en la bibliografia, como valores reforzantes en esquemas de
autoadministracion durante la temprana ontogenia (Bordner et al., 2008).

De acuerdo a estos resultados el estudio siguiente se condujo con el objeto de establecer si los
aspectos reforzantes, tanto del etanol como de la sacarosa estdn modulados por el sistema opiéceo.
Para esto se realiz6 un esquema experimental similar al descripto previamente. Durante los DPs 14-17
las crias fueron entrenadas para recibir un pulso directamente en la boca de sacarosa o etanol (en las
concentraciones previamente descriptas), en contingencia con la ejecucion de la conducta
instrumental. En este caso también, se entrenaron simultdneamente un sujeto apareado y uno acoplado.
Para evaluar la posible participacion del sistema opi&ceo en la modulacion de los aspectos reforzantes
etilicos, durante los DPs 16 y 17 (6 horas previas al evento de condicionamiento instrumental) las crias
tuvieron la oportunidad de ser re-expuestas a minimas cantidades de etanol o sacarosa cuando
previamente recibieron un inyeccion subcutanea de naloxona (10 mg/kg), o salina. Al DP 18 las crias
fueron evaluadas en un ensayo de extincion. Este evento de re-exposicion, en el cual se presenta el
antagonista opiaceo, fue incorporado para evitar que posibles alteraciones en el perfil locomotor, como
consecuencia de la administracion del antagonista opi&ceo, interfieran en la emision de la conducta
instrumental requerida. El esquema ilustra el protocolo seguido en este experimento.

En este experimento se observé que, al igual que lo ocurrido en el experimento previo, las
crias rdpidamente adquieren una respuesta instrumental cuando son reforzadas con sacarosa o etanol
(DPs 14 y 15). Es decir que los sujetos cuya conducta de hociqueo fue reforzada con uno de estos
reforzadores, aumentaron los niveles de respuesta en comparacion con sus controles acoplados.

Durante los DPs 16-17, aquellas crias reforzadas con etanol (grupo apareado) que fueron re-
expuestas a la droga, bajo los efectos del antagonista opidceo, desplegaron menores niveles de

respuesta instrumental que los sujetos controles. Este resultado indica que, efectivamente, el sistema
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opiaceo estaria modulando los aspectos reforzantes etilicos observados en un esquema de
autoadministracion infantil de la droga (Figura 5). En lo que respecta a sacarosa, si bien se observo un
perfil de respuesta similar al descripto para etanol. El andlisis estadistico no arrojé valores de
significacion indicativos que el antagonista opiaceo esté ejerciendo algun efecto en relacion a los
atributos reforzantes de esta solucidn azucarada (Figura 6). Durante la fase de extincion, ya sea que las
crias hayan sido reforzadas con etanol o sacarosa, Unicamente se observo un efecto de la condicion de
aprendizaje. Esto es, que los sujetos cuya conducta habia sido asociada a uno u otro reforzador,
desplegaron mayores niveles de respuesta con relacién a sus controles no acoplados. Los resultados de
estos estudios indican que las propiedades reforzantes etilicas pueden ser observadas en crias de dos
semanas que no tienen ningun tipo de experiencia previa con la droga. Sumado a este resultado y de
mayor importancia a los fines de la hipotesis de trabajo que guia a esta linea de investigacion, el
sistema opiaceo estaria modulando aspectos reforzantes etilicos en estos esquemas de
condicionamiento instrumental infantil.

Este conjunto de evidencias indican entonces que, tanto durante la gestacién tardia como
durante la infancia temprana de la rata, el etanol es capaz de actuar como un potente reforzador
positivo en esquemas de autoadministracién de concentraciones bajas de la droga. A partir de este
grupo de resultados se menciona, muy brevemente, a continuacion el plan de trabajos propuesto.

Como objetivo general de trabajo se propone analizar los mecanismos responsables de la
adquisicion, expresion y persistencia de experiencias tempranas con el etanol. A partir de ello, indagar
acerca de los efectos sobre comportamientos de blsqueda y autoadministracion etilica en neonatos e
infantes de rata. En relacion a esto, se pretende analizar la participacion del sistema opiaceo en los
mecanismos de adquisicién y/o consolidacion de estas memorias, generadas como consecuencia de la
intoxicacion etilica.

Como objetivos especificos se prevé analizar de qué manera el sistema opiaceo enddgeno esta
implicado en la generacién y/o expresion de memorias etilicas generadas por la exposicion durante la
gestacion tardia, o bien, durante las primeras semanas de vida postnatal de la rata. En el primer blogue
experimental propuesto se generard una experiencia etilica fetal y luego se evaluaran las crias al DP 0,
en un esquema de pezon artificial, o bien, durante la infancia (dias postnatales —DPs- 14 al 18), a

través de procedimientos de condicionamiento instrumental. EI sequndo blogue experimental, implica

estudios inherentes a experiencias del infante con el etanol y el andlisis de la participacion del sistema
opiaceo, en la modulacion de las mismas. Particularmente, en este bloque de experimentos se intentara
establecer la participacion del sistema opiaceo en el patrén infantil de autoadministracion etilica.
Analizaremos si este sistema participa tanto en los mecanismos consumatorios (fase de adquisicion: el
infante es reforzado al realizar la respuesta instrumental), como en los de busqueda (fase de extincion:

ausencia de refuerzo) de la droga.
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*Tratamiento prenatal con etanol y antagonistas no selectivos del sistema opiaceo. Se
emplearan ratas nacidas y criadas en el bioterio del Instituto M. M. Ferreyra. Durante los DGs 17-20
ratas prefiadas recibirdn una inyeccion subcutanea de naloxona (Sigma-Aldrich) equivalente a una
dosis de 10 mg/kg, o un volumen equivalente de solucion salina. Trascurridos 20 minutos, las hembras
recibirdn una administracion intragastrica (i.g.) de 0.015 ml/g de peso corporal de una solucion etilica
al 16.8 % v/v (2.0 g de etanol por kg de peso corporal), 0 agua. En aquellos casos en los que se analice
la participacion del sistema opiaceo durante etapas infantiles, la exposicion al antagonista se realizara
mediante la administracion subcutanea de la droga, directamente a la rata infante.

*Condicionamiento instrumental en infantes. Los sujetos seran evaluados en este esquema de
condicionamiento, durante los DPs 14 al 18. Previo a la evaluacién correspondiente, se implantara a
los sujetos una canula intraoral, lo que posibilitara la liberacion de diferentes fluidos, directamente en
el interior de la cavidad bucal de los sujetos. Los infantes serdn entrenados bajo un esquema de
conducta instrumental (programa de reforzamiento continuo; razon fija igual a uno -RF=1-). Durante
los DPs 14 al 17, los sujetos recibiran quince minutos diarios de condicionamiento. Cada vez que los
sujetos introduzcan sus cabezas en un orificio ubicado en la pared de la caja de evaluacién (nose-
poke), seran recompensados con la administracion de solucion reforzadora durante 1,5 segundos.
Como reforzadores podran emplearse soluciones tales como etanol o sacarosa. La variable
dependiente bajo analisis sera la frecuencia absoluta de veces que la cria introduce la cabeza dentro del
orificio. Durante el DP 18, los animales seran colocados en condiciones similares a las previamente
mencionadas, pero no recibiran el reforzador al momento de ejecutar la conducta instrumental. Se
trabajara con dos grupos de sujetos: el grupo apareado recibira el reforzador de manera contingente a
la ejecucion de la conducta instrumental. Paralelamente, otro sujeto recibira una infusion intraoral del
reforzador, en funcién de la conducta desplegada por el sujeto experimental e independientemente de
su patron conductual (grupo acoplado). La inclusién a este grupo responde a la necesidad de controlar
potenciales efectos farmacoldgicos inespecificos como asi también la expresion de actividad
espontanea inespecifica.

*Disefios Experimentales y andlisis estadistico de los datos. Los experimentos propuestos son
concebidos utilizando disefios factoriales. Este tipo de disefios, en conjunto con la naturaleza de las
escalas de medida utilizadas normalmente, permiten el empleo de ANOVAs simples y/o mixtos, para
el andlisis inferencial de los datos. Los efectos principales, asi como las interacciones que resulten
significativas serdn analizados con pruebas post-hoc pertinentes (test LSD de Fisher, Newman-Keuls,
Tukey, etc.).

*Disefio de experimentos especificos: Bloque experimental A, Experimento 1: Se realizaran
los tratamientos prenatales mencionados y crias representativas de cada una de las condiciones
prenatales, serdn evaluadas durante los DPs 14-18, en un esquema de condicionamiento instrumental

infantil. Este esquema consiste en una etapa de entrenamiento durante los dias 14, 15, 16 y 17. Al DP
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18, los sujetos son evaluados en una sesion de extincion (ausencia del reforzador). Durante la fase de
entrenamiento se empleara como refuerzo la liberacion intraoral de una de las siguientes soluciones:
etanol (3.75% v/v) sacarosa (5% p/v), 0 agua. En resumen, este experimento tiene como propositos: i)
establecer el poder reforzante del etanol durante la temprana ontogenia, cuando los infantes son
desafiados en un modelo de autoadministracion etilica; ii) analizar la posibilidad que experiencias
fetales con la droga interactten con el procesamiento infantil del alcohol, promoviendo o inhibiendo,
el perfil de autoadministracion etilico; iii) determinar si el sistema opiaceo modula la experiencia
etilica generada prenatalmente y si esto es observable, incluso, durante la segunda semana de vida
postnatal, tal como se observa en el neonato (Miranda Morales et al, enviado a publicacién).

Experimento 2: este experimento esta propuesto con el objeto de comenzar a estudiar con
mayor nivel de especificidad, la modulacion opioidérgica de estas memorias etilicas prenatales. Se
propone presentar, directamente a nivel de sistema nervioso central, el etanol y un antagonista opiaceo
in Otero. Para ello, las manipulaciones prenatales se realizaran durante el DG 20. Previamente, ha sido
observado que una Unica administracién prenatal etilica, es suficiente para promover posteriores
cambios en la respuesta hacia la droga, durante la etapa neonatal (Abate et al., 2008). Mediante
procedimientos de cesarea se expondrdn ambos cuernos uterinos conteniendo los fetos. En este
experimento, la unidad de analisis es cada uno de los sujetos. Por lo tanto, los fetos ubicados en uno de
los cuernos maternos, seran inyectados con etanol (100 mg%) y el antagonista opiaceo (vehiculizado
en buffer PB 0.1M), directamente via intracerebral. Los sujetos ubicados en el cuerno uterino
adyacente (controles), recibiran la inyeccion de etanol y vehiculo. Se empleara otro grupo de hembras
en las cuales, los fetos seran inyectados con agua y, los ubicados en uno de los cuernos recibiran
también el antagonista opiaceo, mientras que los fetos del otro cuerno recibiran sélo PB 0.1M. Luego
de este procedimiento (20 minutos), los fetos seran reubicados en su posicion original y se suturara el
vientre materno. Transcurridas 24 horas, los fetos seran extraidos via cesarea y evaluados mediante la
técnica de pezon artificial (Nizhnikov et al.,2006a; 2006b; 2007; Petrov et al., 2003). Esta evaluacion
consiste en generar un condicionamiento positivo entre la presentacion de un pezén artificial que
libera agua (este dispositivo no resulta reforzante por si mismo por lo que es utilizado en este esquema
de condicionamiento como estimulo condicionado) y la administracion de una dosis minima de etanol
(0.25 g/kg, como estimulo incondicionado). Se espera observar la expresion de una posible respuesta
exacerbada hacia el pezén artificial, como consecuencia de la asociacion de este dispositivo y los
efectos reforzantes etilicos, en funcion de la experiencia prenatal con la droga. Asimismo, esperamos
que dicha respuesta no se observe en aquellos sujetos tratados, prenatalmente, con el antagonista
opiaceo.

Bloque experimental B: Para este bloque, se plantean estudios tendientes a continuar
analizando la participacion del sistema opidceo en la adquisicion, y/o expresion de aprendizajes

infantiles mediados por las propiedades reforzantes del etanol. EI Experimento 3, tiene como



Abate, P. y Miranda M. S. / Anuario de Investigaciones, 2012, Vol. 1, N° 1-14 Pag.11

propdsito determinar si el sistema opiaceo participa en los mecanismos consumatorios y/o en los de
busqueda las propiedades reforzantes del etanol. Hay estudios que sugieren que los mecanismos que
conducen a las respuestas de busqueda y de consumo —0 autoadministracion- de sustancias, son
diferentes (Berridge 2000; 2003). En este experimento entonces, las crias serdn entrenadas para
autoadministrarse etanol (DPs 14-17). Al DP 18, previo al ensayo de evaluacion -o extincion-, los
sujetos seran re-expuestos a minimas cantidades de etanol, bajo los efectos del antagonista opiaceo,
naloxona. En este bloque experimental, se espera determinar la participacion del sistema opioide, en
los mecanismos que intervienen en el procesamiento de las propiedades reforzantes etilicas, durante la
infancia de la rata. De esta manera, aportar informacién acerca de los procesos que subyacen a este
patrén de respuesta infantil hacia la droga, que promueve la preferencia etilica en etapas ulteriores del

desarrollo ontogénico.
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Figura 1. Total de respuestas operantes (contactos con el sensor) durante la sesion de Adquisicion (panel A) y Extincién (panel B) cuando
leche fue utilizado como reforzador, en funcion del tratamiento prenatal (Etanol-Salina [E/S-0 min], Etanol-Naloxona [E/N-0 min], Agua—
Salina [W/S-0 min], Agua—Naloxona [W/N-0 min] y Naloxona—Etanol [N/E-20 min]) y condicion de aprendizaje (Apareado y Acoplado).
Las lineas verticales representan el error de la media.
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FIGURA 2. Total de respuestas operantes (contactos con el sensor) durante la sesion de Adquisicion (panel A) y Extincion (panel B) cuando
etanol 3% fue utilizado como reforzador, en funcion del tratamiento prenatal (Etanol-Salina [E/S-0 min], Etanol-Naloxona [E/N-0 min],
Agua—Salina [W/S-0 min], Agua—Naloxona [W/N-0 min] y Naloxona—Etanol [N/E-20 min]) y condicién de aprendizaje (Apareado y
Acoplado). Las lineas verticales representan el error de la media.
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FIGURA 3. Porcentaje de peso ganado (% BWG) durante el test de consumo infantil, utilizando etanol 5% (panel A) o Agua (panel B)
durante los DP14 y 15 y en funcio6n del tratamiento prenatal (Etanol-Salina [E/S-0 min], Etanol-Naloxona [E/N-0 min], Agua—Salina [W/S-0
min], Agua—Naloxona [W/N-0 min] y Naloxona—Etanol [N/E-20 min]). Las lineas verticales representan el error de la media.
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FIGURA 4. Total de respuestas operantes (contactos con el sensor) ejecutadas por los sujetos (Apareados o Acoplados) durante las sesiones
de entrenamiento (DP14, 15, 16 y 17) y extincion (DP18) cuando sacarosa (panel A), etanol 3.75% (panel B) o agua (panel C) fueron

utilizados como reforzadores. Las lineas verticales representan el error de la media.
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FIGURAS 5y 6. Total de respuestas operantes (contactos con el sensor) ejecutadas por los sujetos (Apareados o Acoplados) durante las
sesiones de entrenamiento (DP14, 15, 16 y 17) y extincion (DP18) cuando sacarosa (fig. 5) o etanol 3.75% (fig. 6) fueron utilizados como
reforzadores. Durante los DPs 16 y 17 las crias eran re-expuestas al reforzador, bajo los efectos de naloxona o salina como control. Las lineas

verticales representan el error de la media.
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