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Evaluacion de propiedades motivacionales del alcohol en

Resumen. Las propiedades motivacionales del etanol son factores
determinantes en la trancisién desde un consumo ocasional al patrén
compulsivo de consumo que define a la dependencia. Este trabajo analiza la
capacidad heddnica del etanol en ratas infantes y adolescentes, con especial
atencion a la relacién entre este aprendizaje motivacional y la ingesta de
etanol. Mediantes procedimientos de aversion adquirida al sabor,
condicionamiento de preferencia al lugar y aprendizaje operante se observo
que infantes y adolescentes son altamente sensibles a los efectos aversivos,
apetititivos y ansioliticos del alcohol. Recientes resultados indican, asi
mismo, que la exposicion al alcohol durante la temprana adolescencia
aumenta la ingesta posterior de esta droga y que ciertas sub-poblaciones de
sujetos -- aquellos con mayor respuesta a los efectos estimulantes de la
droga -- son particularmente sensibles a estos efectos facilitadores de la
exposicion etilica temprana sobre el consumo posterior. Estos resultados
aumentan nuestro conocimiento sobre los efectos del alcohol durante el
desarrollo y sugieren que el consumo de alcohol por debajo de la edad legal
puede ser un factor de riesgo para el desarrollo de problemas con la droga.

Abstract. The motivational properties of ethanol are important in the
transition from ocassional drinking to the compulsive pattern of intake that
defines alcohol dependence. The present work analyzed the hedonic effects
of alcohol in infant and adolescent rats, with a special focus in the
association between this motivational learning and ethanol intake. It was
found, through the use of conditioned taste aversion, conditioned place
preference and operant learning techniques, that both infant and adolescents
exhibit appetitive, aversive and axiolytic ethanol-mediated learning. Recent
results also indicate that ethanol exposure during adolescence enhances later
alcohol ingestion and that certain subpopulations of subjects -- those
exhibiting higher ethanol-induced stimulation are even more suceptible to
these permisive effects of early alcohol on later alcohol consumption. These
results advance our knowledge on the effects of alcohol during development
and suggest that underage drinking could be a risk factor for the
development of problems with this drug.
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Durante el 2009 se ejecut6 un programa de investigacion que analiz6 mediante el uso de un

modelo animal, factores de vulnerabilidad vinculados con el consumo exacerbado de alcohol durante

la adolescencia. Este proyecto se basd sobre estudios previos de este grupo de trabajo que habian

analizado similares fendmenos en infantes y periodos del desarrollo temprano. Estos antecedentes

redundaron en resultados de importancia propia y proveyeron informacion y metodologias que fueron

muy Utiles para el desarrollo del proyecto mayor con los sujetos adolescentes.

Este manuscrito presenta estos antecedentes en una primera seccion, para de esta manera

proveer al lector de mayores herramientas para la comprension de las investigaciones mas recientes,

las cudles se resumen en una segunda seccion.
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Los lectores interesados en encontrar una version mas detallada del estado actual de nuestras
investigaciones puede remitirse a tres recientes revisiones de la literatura que se han publicado en
colaboracion con colegas argentinos, brasileros, chilenos y norteamericanos. Una revision ha sido
publicada en un libro de edicién nacional (Pautassi, Acevedo & Ponce, 2009), las restantes en revistas
referadas internacionalmente (Pautassi, Nizhnikov & Spear, 2009; Pautassi, Camarini, Miczek &
Israel, 2010). Estas dltimas resumen los trabajos realizados por este y otros grupos de investigacion en
relacion a la evaluacion de efectos motivacionales del alcohol en ratas infantes y relaciona estos
hallazgos empiricos con teorias sobre el desarrollo de problemas con el alcohol en funcion de la
experiencia temprana con dicha droga (Spear & Molina, 2005; Abate y cols, 2008). El capitulo de
libro se centra sobre los condicionamientos de primer y segundo orden descriptos en los parrafos

anteriores y su utilidad para detectar efectos apetitivos del etanol en ratas infantes y adolescentes.

Seccidn I: Antecedentes experimentales ejecutados por el grupo de Investigacion

La relacion entre exposicion temprana a dosis elevadas de etanol (EtOH) y efectos
teratologicos (malformaciones craneofaciales, menor peso y altura, retraso mental) es largamente
conocida (Jones, 1973). Sin embargo, hacia fines de la década del 90 la convergencia de resultados
provenientes de la investigaciéon humana y animal sugeria que exposiciones moderadas al etanol
durante la gestacion tardia también podian afectar el desarrollo, ain cuando dichas experiencias no
estuvieran asociadas a consecuencias teratologicas. Estudios epidemioldgicos indicaban que la
exposicion prenatal al etanol modificaba dramaicamente la ingesta de esta droga durante la
adolescencia y la adultez (Baer y cols., 1998). Al mismo tiempo, fenémenos analogos eran reportados
mediante el empleo de modelos animales. En la rata, la contaminacion del liquido amnidtico con
etanol previo a la cesarea inducia memorias neonatales relativas a los atributos sensoriales de la droga
(Molina y cols., 1995). Asimismo, la experiencia con etanol durante la gestacion tardia estaba
asociada en la infancia a un reconocimiento diferencial del olor de la droga y a un consumo exagerado
de la misma (Dominguez y cols., 1998). Estos trabajos indicaban a la temprana infancia como un
estadio del desarrollo definido por una particular sensibilidad a los efectos motivacionales del etanol.
Esta hipotesis era tambien fomentada por estudios preliminares que indicaban que los neonatos de rata
codificaban efectos apetitivos de dosis bajas de alcohol (Cheslock et al., 2001). En funcion de estos
antecedentes, se disefid un proyecto de investigacion dirigido a indagar la percepcion hedonica del
etanol en ratas infantes, con especial atencion a la posibilidad que la droga ejerciera efectos hedonicos
diferenciales (i.e., bifasicos) durante el transcurso del proceso tdxico. Es decir, la capacidad de la
droga para generar respuestas condicionadas caracterizadas por componentes afectivos especifico
podia depender del momento del proceso toxico en el cual el estimulo condicionado (EC) era
presentado. Se habia sugerido que el etanol ejerce efectos apetitivos muy rapido luego de su

administracion, durante la parte ascendente de la curva de alcohol en sangre. En tanto, efectos
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aversivos de la droga serian evidentes en momentos tardios del proceso toxico, cuando los niveles de
alcohol en sangre (NAS) son minimos (Risinger y Cunningham, 1992).

La evaluacion de efectos aversivos etilicos implican un procedimiento en el cual las ratas
infantes (dia postnatal 14, DP 14) eran administradas con etanol (2,5 g/kg, i.g., estimulo
incondicionado, El) y luego expuestas a un sabor novel (sacarina, estimulo condicionado, EC). Esta
preparacion deriva en la expresion de potentes aversiones condicionadas al sabor. Los infantes que
experimentaban la sacarina en contiguidad con los efectos farmacol6gicos del etanol mostraban un
menor consumo de este EC en comparacion con animales expuestos tanto a la droga como a la
sacarina, pero en forma explicitamente no apareada. Dosis elevadas (2,5 g/kg, NAS minimo: 200
mg%) inducian este aprendizaje en s6lo un ensayo de condicionamiento (Pautassi y cols., 2002a).
Interesantemente, el aprendizaje aversivo percistia utilizando dosis bajas (0,5 g/kg, NAS minimo: 42
mg%) y luego de un tratamiento de preexposicion cronica al psicotrépico (Pautassi y cols. 2005b). En
roedores adultos, la reduccidon en la expresién de aversiones adquiridas al sabor mediadas por el etanol
luego de preexposicién a la droga ha sido observada repetidamente (Risinger y Cunningham, 1995).
En nuestros trabajos la memoria gustativo-aversiva fue altamente resistente a la preexposicion etilica
previa, sugiriendo la existencia de posibles diferencias ontogenénicas en el desarrollo de tolerancia
etilica.

Los resultados previos indican que los infantes poseen una alta sensibilidad a los efectos
aversivos del etanol. ¢Percibiran también estos animales atributos alternativos, no aversivos de la
droga? Para responder a este interrogante, los infantes fueron nuevamente expuestos a un EC sapido
(sacarina) durante un intervalo postadministracion (25-35 min.) caracterizado por NAS minimos.
Como describiamos, este procedimiento usualmente deriva en la adquisicion de una aversion
condicionada al sabor. Un EC alternativo (una textura saliente, papel de lija) era presentado durante el
inicio del proceso postabsortivo (5-15 min). Estudios realizados en adultos no habian observado
adquisicion de aversiones condicionadas durante este periodo (Brasser et al., 1993) y algunas
investigaciones habian incluso descrito efectos apetitivos (Risinger & Cunningham, 1992). ;Derivaria
nuestro procedimiento en aprendizajes motivacionales diferenciales (respuestas apetitivas y aversivas
hacia las claves tactiles y gustativas, respectivamente) o prevalecerian los efectos aversivos del etanol
y, por lo tanto, ambos estimulos serian condicionados aversivamente? Los resultados indicaron la
adquisicion de aversion adquirida al sabor, pero no se observaron evidencias de aprendizajes
apetitivos o aversivos hacia la textura. Sin embargo, los infantes codificaron informacion relativa a la
clave tactil y a su contingencia con la parte temprana del proceso postabsortivo etilico. En lo que
probablemente sea el resultado més interesante de este experimento, se observo que la expresion de la
aversion al sabor se inhibio totalmente cuando los infantes eran expuestos a la clave tactil ya sea antes
o durante las pruebas de consumo de sacarina (Pautassi y cols., 2002a). Este fendmeno sugirio que, en

ratas infantes, el etanol induce aprendizajes hedonicos diferenciales a lo largo del transcurso del
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proceso toxico. La clave tactil habria adquirido propiedades inhibitorias en relacion a los efectos
aversivos subsiguientes del psicotrépico. Posteriores experimentos (Pautassi y cols., 2001; Pautassi y
cols., 2002b) replicaron estos resultados y, asimismo, descartaron que la capacidad inhibitoria de la
clave tactil se deba a (a) interferencia no especifica sobre la evocacion de la memoria aversiva o (b)
respuestas motoras condicionadas incompatibles con la expresion de la aversion condicionada.

Los efectos apetitivos y aversivos no agotan las consecuencias motivacionales del etanol. Esta
droga también posee la capacidad de reducir sensaciones displacenteras y/o estados ansidgenos
(Wilson y cols., 2004). Estas propiedades ansioliticas modulan, por mecanismos de reforzamiento
negativo, los procesos de iniciacion y mantenimiento de consumo de psicotrépicos. El estudio de estos
fendmenos en ratas infantes se habria visto dificultado ya que las técnicas comunmente empleadas en
adultos no son adecuadas durante la temprana infancia, tanto por la longitud de las mismas como por
obvias diferencias en relacién a las capacidades perceptuales y comportamentales de los infantes.
Estas limitaciones nos obligaron a disefiar preparaciones novedosas, adecuadas para la evaluacién de
estas propiedades en infantes de rata. En un primer experimento (Pautassi y cols., 2005a) observamos
que el etanol podia modular la adquisicion de aprendizajes aversivos. Especificamente, una aversion
condicionada olfativa -- inducida por un El no farmacolégico -- era inhibida cuando los sujetos
adquirian el aprendizaje bajo los efectos del etanol. Este efecto no parecia obedecer a efectos
detrimentales de la droga sobre las capacidades sensoriales o de aprendizaje de los animales: dosis
bajas (0,25 g/kg) inhibian claramente el aprendizaje aversivo; los animales administrados con dosis
mas elevadas (1,25 g/kg), en tanto, mostraban similar magnitud de respuesta aversiva que controles
administrados con vehiculo. Los resultados se explicaban mejor por una interaccion entre las
propiedades motivacionales del etanol, probablemente ansioliticas, y el aprendizaje en curso. Los
efectos postabsortivos del etanol debilitaban la capacidad del EI para inducir respuestas condicionadas
aversivas. Si bien, este acercamiento al estudio de los efectos ansioliticos tempranos del etanol
planteaba varios problemas: los efectos incondicionales del etanol actuaban no sélo sobre la
representacion hedénica del El sino también sobre el EC, sobre el lazo asociativo que estos dos
estimulos mantienen e incluso sobre el procesamiento del contexto donde este aprendizaje tiene lugar.
Considerando estas limitaciones, disefiamos una estrategia alternativa, que comparte las caracteristicas
de un procedimiento de reevaluacion del EI (Kraemer y cols., 1992). La magnitud de una memoria
aversiva, derivada de la asociacion entre un EC y un EIl, no es inmutable. Luego de su adquisicion,
apareamientos entre el El original y EI alternativos de similar o opuesto valor afectivo derivan en una
respuesta condicionada de mayor o menor magnitud (i.e., inflacion y devaluacion, respectivamente).
Este abordaje fue empleado para indagar posibles efectos ansioliticos del etanol. Ratas de 14 dias
fueron entrenadas en un condicionamiento aversivo definido por la presentacion contigua de un olor
distintivo (limén, EC) y la infusion intrabucal de un sabor (acido citrico, El). En el DP 15, los

animales fueron expuestos brevemente a la solucidn sapida mientras experimentaban los efectos
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iniciales de dosis variables de etanol (intervalo postadministracion 510 fase devaluatoria).
Posteriormente, se evalla la preferencia por el EC en una prueba de preferencia de dos vias. La
asociacion entre el olor y la solucion sapida indujo una respuesta de evitacion hacia el limén en
sujetos administrados con vehiculo durante la fase devaluatoria. Esta respuesta condicionada aversiva
fue significativamente atenuada en sujetos administrados con etanol (0.25, 0.5y 1.25 g/kg, NAS 17-70
mg%). Estos resultados indican que el alcohol reduce respuestas de miedo condicionado, actuando
sobre la representacion del El que participa en dicho aprendizaje, presumiblemente a partir de sus
propiedades ansioliticas (Pautassi y cols., 2006a; 2007). Este es uno de los primeros trabajos que
presenta evidencia de la existencia de dichos efectos en organismos jovenes (véase también Engel y
Hard, 1987). El paradigma de devaluacion también fue sensible para detectar efectos motivacionales
bifasicos del etanol en infantes. En dosis elevadas, la capacidad del etanol para reevaluar la memoria
aversiva olfativa no fue homogénea durante el transcurso del proceso téxico. Cuando, luego de la fase
de entrenamiento, los animales eran reexpuestos al acido citrico en simultaneidad con el inicio del
estado toxico etilico (2,5 g/kg, NAS: 176 mg%) no se observaban cambios en la magnitud del
aprendizaje aversivo. Cuando dicho apareamiento tomaba lugar 25-30 min post-administracién, los
sujetos exhibian una acentuacion (i.e inflacidn) en la magnitud de la respuesta condicionada. Es decir,
empleando dosis elevadas, l1os momentos iniciales y tardios del proceso postadministracién difieren en
su capacidad hedonica. (Pautassi y cols., 2006a).

La técnica devaluatoria y los estudios derivados de ella fueron generados en cooperacion con
en el Center for Developmental Psychobiology (SUNY at Binghamton, USA). Posteriormente hemos
recreado dicha técnica junto a los Drs. Spear, Nizhnikov y Boehm para indagar los mecanismos
subyacentes a estos tempranos efectos ansioliticos etilicos (Pautassi y cols., 2007). Cuando las ratas
infantes son separadas del nido materno emiten vocalizaciones ultrasénicas (Vus). Estas son
consideradas un indice de la ansiedad inducida por la separacion y pueden ser reducidas por la
administracion de drogas ansioliticas (Engel y Hard, 1987). Una primera fase de nuestro trabajo
comprara la capacidad del etanol (0.5 g/kg) y de dosis variables de un agonista gabaérgico de accion
répida (midazolam, MDZ) para reducir estas vocalizaciones. La administracion de 0,5 g/kg etanol y
0,09 mg/kg MDZ indujo similar reduccién en la emision de Vus. Una vez equiparadas en este indice,
indagamos la capacidad de estas drogas para atenuar la expresién de una respuesta condicionada
aversiva en el paradigma devaluatorio. Nuestro objetivo era evaluar si los efectos ansioliticos del
etanol --en el contexto de la técnica de devaluacion-- estaban mediatizados por el sistema gabaérgico.
La fase de entrenamiento fue definida por la infusion de &cido citrico en un recinto odorizado con
limén. Un dia mas tarde, los animales fueron expuestos brevemente al El &cido luego de recibir etanol
(0,5 g/kg) o MDZ (0,09 o 0,18 mg/kg). En una prueba de preferencia posterior los sujetos
administrados con EtOH exhibieron total inhibicion De la respuesta condicionada aversiva. Los

sujetos administrados con MDZ, en tanto, mostraron similares niveles de evitacion al limon que
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controles administrados con vehiculo. Es decir, las capacidades devaluatorias del etanol no fueron
compartidas por MDZ, sugiriendo que los efectos del etanol en esta prueba no son mediados por el
sistema GABA vy, posiblemente, recluten sistemas alternativos de neurotransmision (i.e.,
glutamatérgico).

Los resultados descriptos hasta el momento indican que la rata infante es altamente sensible a
los atributos hedonicos aversivos del etanol (Pautassi y cols. 2002a), expresando respuestas
condicionadas gustativas atn cuando dosis relativamente bajas de la droga son empleadas (0,5 g/kg) y
tras manipulaciones que, en adultos, son efectivas en términos de reducir el poder motivacional
aversivo de la droga (Pautassi y cols. 2005b). Las crias son también capaces de percibir efectos
ansioliticos derivados de dosis bajas de la droga (Pautassi y cols. 2005a, 2006a, 2007) y pueden
establecer mdltiples asociaciones entre los estimulos que son presentados durante el transcurso del
proceso postadministracion. La contiguidad diferencial entre claves tactiles y gustativas y momentos
tardios de dicho proceso provee condiciones para la adquisicion de informacion inhibitoria y
excitatoria, respectivamente, en relacion a los efectos aversivos de la droga (Pautassi y cols., 2001,
Pautassi y cols. 2002a). Sin embargo, hasta el momento no habiamos encontrado evidencias que el
etanol indujera aprendizajes de caracter apetitivo en la rata infante.

En la rata adulta generalmente no se observan aprendizajes apetitivos derivados de
condicionamientos de primer orden entre claves sensoriales y efectos postabsortivos de la droga. Los
efectos de este proceso asociativo son predominantemente aversivos (Cunningham y cols., 1992).
Similares resultados habiamos encontrado en los estudios hasta ahora resefiados: los infantes adquirian
o0 bien aversiones hacia claves asociadas al etanol o aprendizajes inhibitorios en relacién a dichos
condicionamientos excitatorios aversivos. ¢Indicaban estos resultados la ausencia de efectos apetitivos
en estos animales? O bien podiamos estar en presencia de una falta de sensibilidad de nuestras
técnicas? Evidencia convergente sugeria que, bajo ciertas circunstancias, los infantes podian ser
particularmente sensibles a los efectos apetitivos del etanol. En pruebas denominadas de consumo
independiente (Truxell y cols., 2004) estos animales ingieren altas cantidades de etanol sin que
medien procesos de iniciacion. Asimismo, Petrov y colaboradores (2001) habian detectado
aprendizajes apetitivos neonatales mediados por dosis bajas de etanol. Estos antecedentes motivaron el
desarrollo de dos preparaciones alternativas para analizar las capacidades reforzantes del etanol en
infantes. La primera se basa en un paradigma de condicionamiento de segundo orden (CSO, Rescorla,
1980), en tanto que la segunda emplea una version modificada del condicionamiento de preferencia al
lugar. (CPL, Cunningham y Noble, 1992). A continuacion se describen los principales hallazgos
obtenidos mediante las mismas:

En un CSO el cambio en la conducta mediado por el apareamiento entre un EC1 y un EIl no se
evalud por exposicion directa al EC1; sino que se indaga la capacidad de este EC1 para transferir

informacién y control comportamental a un estimulo neutro alternativo (EC2). Si el aprendizaje
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original fue exitoso, el EC2 sera capaz de inducir una respuesta condicionada. Este procedimiento
podia ser particularmente apropiado para nuestros propésitos. EI CSO es indtil para detectar
asociaciones silentes (i.e., no detectables mediante asociaciones de primer orden) e, importantemente,
minimiza los efectos de RCs asociadas, por ejemplo de tipo motoras (Cunningham & Noble, 1992),
que podrian competir con la respuesta bajo analisis. En nuestro experimento, los infantes (DP 14)
fueron estimulados intraoralmente con pulsos de agua (EC1) durante la fase temprana (5-20 o tardia
(30-45 del proceso toxico etilico (0,5 o 2,0 g/kg). En el DP 15, los animales fueron brevemente
expuestos al EC1 mientras permanecian sobre un estimulo tactil distintivo (papel de lija, EC2).
Finalmente, se evalud la preferencia por el EC2 en una prueba de preferencia de dos vias (lija vs.
estimulo téctil nével). Se examinaron también respuestas locomotoras, térmicas, farmacocinéticas y
hormonales (i.e., liberacion de corticosterona) que podien subyacer a la adquisicion del aprendizaje.
Los animales que habian recibido el EC1 apareado a los efectos tempranos o tardios de la dosis baja
de etanol [0,5 g/kg, NAS: 40 mg%], o a los efectos iniciales de la dosis més elevada (2,0 g/kg; NAS:
157-200 mg%) exhibieron preferencias condicionadas por el EC2 (lija), en relacion a grupos controles
no apareados. Interesantemente, las crias evitaban la lija cuando el EC1 habia sido apareado durante el
intervalo postadministracion 30-45inducido por 2,0 g/kg de etanol. Estos datos (Molina, Pautassi y
cols., 2007) indicaron que los infantes son sensibles a los efectos apetitivos del etanol. Asimismo,
confirmamos que la droga posee, a dosis elevadas, efectos bifasicos en el plano motivacional. Estos
altimos resultados proveen validez convergente a las conclusiones previamente obtenidas mediante las
técnicas de aprendizaje inhibitorio y de devaluacién (Pautassi y cols., 2002a; 2006a). Las respuestas
motoras, térmicas y hormonales asociadas al estado etilico no estuvieron asociadas al patron de
preferencia obtenido en el CSO. Este fue uno de los primeros trabajos en demostrar preferencias
condicionadas mediadas por el etanol en este estadio del desarrollo. Estos estudios proveen un
paradigma que puede emplearse a lo largo del desarrollo, sirviendo para los propdésitos de estudios
comparativos ontogenéticos. De hecho, actualmente hemos comenzado a aplicar el CSO en ratas
adolescentes y adultas. Este proyecto se realiza bajo la direccion de Linda Patia Spear (SUNY, USA),
especialista en la reactividad del organismo adolescente frente a drogas de abuso. Resultados
preliminares indican que las ratas adolescentes (DP32), pero no asi las adultas (DP70), expresarian
efectos apetitivos del etanol (0,5 0 2.0 g/kg, i.g, rango de NAS: 50-200 mg%.) al ser evaluadas en un
CSO.

Recientemente hemos también desarrollado, en ratas infantes, una preparacién basada en
condicionamiento de primer orden, la cual se ha mostrado sensible a los efectos apetitivos del etanol
(Pautassi y cols., 2008a). Especificamente, las crias recibieron infusiones intraorales de etanol en
forma intermitente, derivando en la administracion de 0.5 g/kg/10 min. En comparacion con los
tradicionales métodos de inyeccion intragastrica o intraperitoneal, la infusion oral de etanol posee

mayor relevancia para modelar el patrén de autoadministracion etilico que se observa en humanos. En
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el inicio del proceso post-absorptivo (cuando los niveles de etanol en sangre se encuentran en ascenso)
los animales fueron expuestos a un estimulo condicionado téctil (EC, papel de lija). Grupos controles
fueron expuestos tanto al EC como a la infusion intraoral de etanol de manera explicitamente no
apareada. Veinticuatro horas mas tarde, una prueba de preferencia téctil de dos vias indico la
expresion de preferencia condicionada hacia el EC que habia sido apareado a los efectos post-
ingestivos del etanol.

En los paradigmas de condicionamiento que habiamos empleado el etanol es administrado de
manera forzada, estableciéndose contingencias entre los efectos de la droga y estimulos salientes. La
expresion de aprendizajes mediados por el etanol se evalud en funcién de la posterior reactividad
hacia dichos EC. Estos paradigmas poseen una elevada capacidad analitica, permitiendo variaciones
sistematicas en dosis y relacién temporal entre EC? y EI?. Sin embargo, los mismos difirieren
marcadamente del patron voluntario de autoadministracion oral observado en humanos. Debido a
factores farmacoquinéticos y farmacodinamicos (Ej.: diferentes NAS y tasas de acumulacion de la
droga) la ruta de administracion ejerce poderosos efectos en las consecuencias comportamentales del
etanol, asi como en otras drogas de abuso (Kuczenski y Segal, 2005). Se ha sugerido también que la
auto-administracion oral de etanol induce consecuencias motivacionales diferenciales en relacion a la
administracién forzada de la droga (Sanders y Spear, 2007). Por lo tanto, nos propusimos generar un
modelo animal de auto-administracién oral de etanol durante la temprana ontogenia de la rata.
Especificamente, nuestro objetivo era crear dispositivos experimentales en los cuales el acceso al
etanol dependiera de la ejecucién de un criterio comportamental arbitrario. Los modelos operantes
disponibles en adultos usualmente involucran la presion de una palanca y requieren un largo periodo
de pre-entrenamiento y/o moldeamiento, lo que dificulta su traslado a la temprana ontogenia. En una
primera fase creamos una preparacion que no requiere moldeamiento y que puede emplearse a lo largo
de la ontogenia. Especificamente, las ratas infantes (DPs 14-17) eran entrenadas en cajas equipadas
con un sensor especifico (similar a una moneda) localizado sobre el piso. Durante cada sesion diaria,
cada contacto con el sensor tenia como resultado la infusion intraoral de una pequefia cantidad de
etanol (5 ul, concentracion: 3 0 5 % v/v). Los infantes mostraron una aversion al etanol, evidenciada
por un menor nimero de contactos con el sensor, en relacion a animales controles que recibian una
cantidad equivalente de infusiones de etanol, pero de forma no contingente con su conducta b) un
decremento progresivo en su auto-administracion de etanol y ¢) menor tiempo en la cercania del
sensor que animales controles. Este patron de evitacion fue particularmente claro en un experimento
en el cual se establecieron sesiones diarias no reforzadas en las cuales los animales eran habituados al
ambiente experimental. (Pautassi y cols., 2008b). Presumiblemente, este aprendizaje aversivo se
derive de la asociacion entre la conducta operante y las propiedades orosensoriales aversivas del
etanol (i.e., sabor, olor, estimulacion trigeminal). Con el objetivo de aminorar estos efectos (y,

potencialmente, permitir la expresion de efectos apetitivos de la droga), llevamos a cabo una segunda
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serie experimental, en la cual introducimos un nuevo modelo de auto-administracion operante. La
tarea asociada a la administracion intraoral de etanol (25 ul) consistié en introducir la cabeza en un
orificio situado en una esquina de la caja experimental. Esta conducta (conocida también como
hociqueo posee una tasa basal relativamente baja, lo que la hace apta para ser manipulada por
contingencias operantes. En un primer experimento empleamos una adaptacion del paradigma de
sustitucion progresiva de sacarosa por etanol (Samson y cols., 1988), el cual se ha mostrado exitoso
para inducir, en unas pocas semanas, consumo de altas concentraciones de etanol en ratas adultas.
Especificamente, durante los dias postnatales 14 a 17 la conducta de hociqueo podia ser
recompensada con sacarosa (12%) o sacarosa mezclada con etanol (6%). Grupos adicionales recibian
también sacarosa y etanol en una solucidén mixta, pero en concentraciones variables a lo largo de los
dias de entrenamiento. Se observo la expresion de aprendizaje operante cuando el reforzador consistié
en soluciones relativamente puras de sacarosa. Sin embargo, el hociqueo disminuia drasticamente
cuando el reforzador era contaminado con etanol. La reduccion fue particularmente evidente en
aquellas soluciones y sesiones en que el etanol estaba menos enmascarado por la sacarosa (Ponce y
cols., 2006). Es decir, los datos nuevamente indicaban que las propiedades aversivas orosensoriales
del etanol funcionaban como una barrera sensorial impidiendo detectar potenciales efectos apetitivos
de la droga y contrarrestando las propiedades apetititivas de reforzadores naturales.

Los experimentos descriptos en la Gltima seccién nos indicaban que, cuando se emplean
paradigmas operantes de auto-administracion, los infantes evaltan aversivamente el olor y el sabor del
etanol intraoral. Sin embargo, el patrén de auto-administracion observado en humanos sugiere que el
consumo oral de la droga ejerce, al menos bajo ciertas circunstancias, efectos apetitivos reforzantes
que contrarrestan esta barrera sensorial Asimismo, los niveles minimos de consumo etilico registrados
en el experimento previo fueron equivalentes a 0,46 g/kg; similares a las dosis que ejercieron efectos
apetitivos en el CSO. En una serie experimental posterior (Ponce y cols., 2007; en revision) aplicamos
procedimientos de pre-exposicion, con el objetivo de que los mismos atentan los efectos sensoriales
aversivos y permitan aflorar potenciales efectos reforzantes apetitivos de la administracion oral de
etanol. En esta ocasion, la fase de entrenamiento fue precedida por una exposicion intraoral pasiva a la
droga (7.25 % v/v), la cual induce NAS de aproximadamente 150 mg %. Durante los DPs 14-17 la
conducta de hociqueo fue reforzada con la infusion intraoral de etanol (7,5 o 3,75%) o vehiculo (0,0%,
agua destilada). La infusion intraoral de 3.75% etanol pero no de 0,0 0 7,5 % -- indujo niveles de
hociqueo significativamente mayores que en grupos controles no apareados, particularmente hacia el
final del entrenamiento (NAS minimos: 50 mg%). Interesantemente, la pre-exposicion pasiva a la
droga parece ser un requisito necesario para la expresion de este aprendizaje. En un experimento
posterior (Ponce y cols., 2007, en revision ) se emplearon grupos que podian ser pre-expuestos al
etanol o a su vehiulo. Los animales preexpuestos al etanol nuevamente elevaron la probabilidad de la

conducta de hociqueo cuando esta estaba asociada al acceso a la droga; dicho efecto fue menor en
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animales infundidos con vehiulo durante la preexposicién. Interesantemente, los efectos de la
preexposicion etilica persisten hasta la adolescencia. Los animales derivados del experimento anterior
fueron evaluados duranta la adolescencia ( DPs 30-33) en ingesta de etanol en una prueba de consumo
libre de dos vias. Las ratas tenian acceso libre a agua y a una determinada solucién de etanol dos horas
por dias (3% el primer dia; 1% de incremento diario). Las ratas entrenadas con etanol durante la fase
de entrenamiento operante infantil y con una historia previa de pre-exposicion pasiva a la droga
exhibieron mayores niveles de ingesta que sus controles. Estos resultados indican que a) la
preexposicion infantil al etanol permite la expresion de efectos apetitivos de la droga en una tarea
operante y b) estas exposiciones tempranas a la droga alteran significativamente el perfil de ingesta
adolescente, un resultado concordante con trabajos previos realizados en poblaciones humanas. La
familiarizacion con las propiedades sensoriales del etanol, el desarrollo de tolerancia a los efectos
aversivos y/o la sensibilizacion a efectos apetitivos de la droga pueden ser los factores que,
independiente o combinadamente, subyacen a los efectos encontrados.

En otros estudios de relevancia y Junto al Dr. Arias (actualmente docente de la catedra de
Psicobiologia de nuestra casa) evaluamos los mecanismos subyacentes a la adquisicion de aversiones
adquiridas al sabor en ratas infantes. La administracién de un antagonista dopaminérgico con
propiedades antieméticas periféricas (domperidona, DOM) inhibié la expresién de respuestas
comportamentales condicionadas evocadas por la infusion intraoral de un EC gustativo, previamente
asociado al malestar inducido por cloruro de litio o etanol (2,5 g/kg). DOM no tuvo efectos sobre la
supresion en la ingesta del EC (Pautassi y cols., en prensa; Arias y cols., 2007). Estos resultados
indican una temprana disociacion entre los diferentes indices de expresion de aversiones adquiridas al
sabor y sugieren que la activacion de los centros eméticos del tronco cerebaral subyace a la
adquisicion de la aversion condicionada mediada por el etanol en infantes de rata.

La reactividad infantil y adolescente frente al etanol también es afectada por exposiciones
indirectas, mediadas por el consumo materno de etanol durante el embarazo y la lactancia. Para
analizar estos fendmenos empleamos animales derivados de madres que habian sido administradas
con etanol durante la prefiez (2,0 g/kg, dias gestacionales 17-20). En el DP 14, estas crias fueron
entrenadas en el paradigma de aprendizaje téctil/gustativo mediante el cual habiamos detectado
efectos bifasicos del etanol (Pautassi y cols., 2002a). Nuevamente observamos la expresion de
condicionamiento aversivo-gustativo y su inhibicién por la clave asociada a la parte inicial del proceso
toxico. Ninguno de estos fenémenos fue afectado por la exposicion etilica prenatal (Pautassi y cols,
2001). En una serie de experimentos realizados en colaboracion con el Dr. Luciano Ponce (Cétedra de
Escuelas y Corrientes de la Psicologia Contemporéanea), analizamos también las capacidades motoras
infantiles y el consumo de etanol durante la adolescencia en ratas que habian sido criadas por madres
intoxicadas cronicamente con EtOH. Operacionalmente, las ratas fueron criadas por hembras que eran

administradas con etanol (2,5 g/kg; i.g.) 0 agua durante los DPs 3, 5, 7, 9, 11 y 13 (una administracién
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diaria). Durante la infancia o en la adolescencia estas ratas fueron evaluadas en una prueba de
coordinacién motora. Durante los DPs 30-33 los animales tuvieron acceso a concentraciones variables
de etanol (3, 4, 5 0 6% Vv/v) 0 agua. Los animales que habian sido criados por madres intoxicadas con
etanol exhibieron severos déficits motores tanto en la infancia como en la adolescencia.
Interesantemente, la administracion etilica durante la crianza también estuvo asociada a significativos
incrementos en la ingesta adolescente de etanol (Ponce, Pautassi y cols., 2004). Los resultados indican
que la crianza por una madre intoxicada con etanol afecta la capacidad motora y modula el patron de
ingesta de etanol en la adolescencia. En posteriores experimentos (Ponce y cols., 2004a) observamos

déficits motores alun en ratas criadas por madres administradas con dosis bajas de etanol (0,5-1,5
g/kg).

Seccidn I1: Resultados del actual proyecto de Investigacion

Ejecutamos un programa de investigacién que indaga, mediante el uso de un modelo animal
de rata, factores de vulnerabilidad vinculados con el consumo exacerbado de alcohol (i.e., la sustancia
también denominada etanol) durante la adolescencia. Fueron objetivos especificos analizar las
propiedades motivacionales del etanol en ratas adolescentes, la relacién entre este perfil motivacional
y la afinidad por la ingesta de etanol, y la posible existencia de diferencias de sexo en relacién a estos
fendmenos.

Una intencién del proyecto era detectar marcadores biolégicos (i.e., fenotipos
comportamentales) que permitan discriminar poblaciones a riesgo de exhibir una mayor afinidad por
el consumo y reforzamiento mediado por el etanol. Esto es, el aprendizaje motivacional mediado por
el etanol y su consumo podrian estar modulados por caracteristicas preexistentes en los organismos,
como por ejemplo la magnitud de la activacion motora inducida por alcohol. La activacién motora
inducida por las drogas de abuso se considera un indice de las propiedades motivacionales apetitivas
de estas sustancias. La racionalidad es que ambos fenémenos compartirian un mismo mecanismo
bioldgico, la activacion opiode-dependiente de la via mesocorticolimbica dopaminérgica. Asi
entonces, la estrategia involucraba evaluar a ratas adolescentes de manera secuencial en (1) actividad
motora espontdnea e inducida por alcohol, (2) en pruebas de aprendizaje motivacional con etanol
(condicionamiento de preferencia al lugar y aversion adquirida al sabor, CPL y AAS, respectivamente)
y (3) en pruebas de ingesta de alcohol.

Esta estrategia fue ejecutada en diferentes experimentos, en los cuales evaluamos actividad
motora en ratas adolescentes (dia postnatal 28, DP 28) luego de la administracion de etanol (0, 0.5, 2.5
0 3.0 g/kg, ig); durante los tiempos post-administracion 5-10 o 305 min. La dosis mayor, pero no la
menor, indujo activacion durante el intervalo inicial -- pero no en el mas tardio-- del proceso toxico.
La activacion resulta similar en machos y en hembras; y fue especifica para locomocion horizontal, no

encontrandose alteraciones en conductas verticales (wall-climbing). La variabilidad obtenida en los
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puntajes, asimismo, fue utilizada para dividir a los animales en grupos de alta (AR) o baja (BR)
respuesta motora, empleando como criterio de separacion la mediana de actividad inducida por el
etanol. Estos animales fueron luego evaluados en pruebas de consumo de alcohol de doble botella y de
acceso forzado. Los sujetos que habian sido expuestos al alcohol durante la adolescencia temprana
(DP28) consumieron mas alcohol que aquellos que sdlo habian recibido vehiculo (0.0 g/kg). Quizas
més importante, los adolescentes altos respondedores (AR) en la prueba de actividad inducida por
alcohol exhibieron un consumo de alcohol significativamente mas elevado que los bajos
respondedores (BR) y que aquellos que solo habian recibido vehiculo, un efecto que fue mas
pronunciado en las hembras. Esto indica que (a) la exposicién al alcohol durante la temprana
adolescencia aumenta la afinidad posterior por esta droga y que (b) ciertas sub-poblaciones de sujetos
--- aquellos con mayor respuesta a los efectos estimulantes de la droga -- son particularmente sensibles
a los efectos facilitadores de la exposicion etilica temprana sobre el consumo posterior. Estos
resultados fueron presentados en congresos nacionales (Pautassi, 2009; Acevedo et al., 2009) e
internacionales (Pautassi, 2009) y dieron lugar a un articulo (Acevedo y cols., 2010).

En posteriores experimentos replicamos la evaluacién de actividad motora inducida por etanol
el DP28 vy, unos dias mas tarde (DPs 30-35), entrenamos a esos animales en condicionamiento
aversivo o apetitivo mediado por etanol [procedimientos de aversion adquirida al sabor (AAS) y
condicionamiento de preferencia al lugar (CPL), respectivamente]. Observamos el rechazo de una
sustancia gustativa (sacarina, estiulo condicionado, EC) que habia sido apareada a los efectos post
absorptivos del alcohol, resultado indicativo de aversion condicionada mediada por la droga. Tambien
observamos -- en un grupo diferente de animales -- condicionamiento de preferencia al lugar,
resultado que posee particular importancia, ya que la expresion de CPL inducido por alcohol
raramente ha sido observada en ratas, y solo ocasionalmente en ratas adolescentes. El procedimiento
de CPL fue derivado de estudios concurrentes en infantes (Nizhnikov, Pautassi y cols., 2009a, 2009b,
se describen abajo). La pre-exposicién al alcohol en el DP28 redujo la aversion pero no tuvo efectos
sobre el aprendizaje apetitivo. La actividad motora basal, pero no la inducida por el etanol, tuvo
relacion con el monto de AAS y CPL: cuanto mayor fue la actividad basal tanto menor fue la AAS y
mayor fue el CPL (Acevedo et al., 2009).

Nos habiamos propuesto realizar comparaciones explicitas entre adolescentes y adultos en
relacion a reforzamiento inducido por etanol. En un reciente experimento observamos que la
activacion inducida por alcohol en un campo abierto no diferia significativamente entre ambas edades.
En este experimento también analizamos si la exposicion a estrés inducido por aislamiento (120 horas)
alteraba esta respuesta activadora. La exposicion a fuentes de stress constituye un factor de
vulnerabilidad para el desarrollo de problemas con el alcohol, ya que puede sensibilizar a los efectos

reforzantes de las drogas de abuso. Nuestra hipotesis era que los adolescentes expuestos al
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aislamiento, pero no asi los adultos, exhibirian una respuesta motora exacerbada al ser administrados
con etanol. Esta expectativa, sin embargo, no pudo corroborarse.

Los resultados obtenidos en el articulo de Acevedo y cols. (2010), dieron lugar a una
continuacion del proyecto original. Esta continuacién tiene como objetivo modelar y analizar los
efectos facilitadores que el consumo adolescente de alcohol ejerce sobre los posteriores patrones de
aceptacion de la droga (efecto de debut temprano; Pedersen & Skrondal, 1998). Un objetivo especifico
es analizar factores ambientales estresantes que pueden exacerbar o inhibir este fendmeno. En
experimentos separados hemos observado que tanto una breve exposicion al etanol en la adolescencia
temprana (administraciones individuales los DPs 28 y 32, 2.5 g/kg ig) como la exposicion a estrés
social (operacionalizada por 4 o 5 dias de aislamiento) aumenta la disposicién a consumir etanol mas
tarde en la adolescencia (Fabio, Acevedo, Pautassi, 2009; Pautassi, Fabio y Acevedo, 2009).
Posteriores experimentos evaluaran la posible interaccion entre ambos factores y analizaran si la
exposicion en periodos mas tempranos (gestacion tardia, siguiendo el modelo empleado por Abate y
cols., 2001) afectan la afinidad adolescente por la droga.

El procedimiento de CPL empleado en adolescentes (Acevedo et al., 2009) fue derivado de
una serie de trabajos realizados en cooperacion con investigadores de la State University of New at
Binghamton (SUNY). Previamente, nuestros esfuerzos por encontrar preferencia hacia texturas
apareadas a los efectos del alcohol en infantes habian sido infructuosos (e.g., Pautassi et al., 2002;
2005). Asentonces, en nuestros nuevos trabajos evaluamos un conjunto amplio de factores (via de
administracion, dosis, presencia o ausencia de ECs inhibitorios, etc.) que podian favorecer la
expresion de estos aprendizajes. Las hipotesis eran que el CPL se expresaria a dosis etilicas bajas (<=
1.0 g/kg) y cuando el apareamiento entre los ECs y el etanol capture el momento inicial del proceso
post-administracion. Los resultados, que derivaron en sendas publicaciones en revistas con referato,
apoyaron estas hipétesis, encontrandose CPL inducido por 1.0 g/kg etanol -- pero no 0.5 0 2.0 g/kg --
y solo cuando el condicionamiento tenia lugar durante la curva ascendente de los niveles de alcohol en
sangre (Nizhnikov, Pautassi y cols., 2009). Similares resultados fueron obtenidos cuando empleamos
la inhalacion de vapor etilico como via de administracion de la droga (para una descripcion de las
razones de eleccion de esta via, véase Nizhnikov, Pautassi, et al., 2009). La inhalacion intermitente de
etanol, asociada a niveles de alcohol en sangre (NAS) moderados (~15 mg%), indujo preferencia
condicionada, particularmente en sujetos con una historia previa de exposicion a la droga. En cambio,
aquellos que habian recibido ensayos de condicionamiento mas extensos que resultaban en NAS més
elevados (~55 mg%) mostraron aversion condicionada (Nizhnikov, Pautassi, et al., 2009). Junto al Dr.
Dr. Arias indagamos los mecanismos subyacentes a esta capacidad del etanol para inducir aprendizaje
aversivo. Encontramos que la exposicién a un EC gustativo que habia sido apareado al etanol (dosis:
2.5 g/kg) inducia un patron de respuesta orofaciales aversivas cuali y cuantitativamente indistinguible

del inducido por un EC que predecia la intoxicacidn por el emético cloruro de litio. Estos resultados
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sugieren que la capacidad del etanol para inducir AAS esta relacionada, al menos a dosis elevadas, con
la activacion de los centros eméticos del tronco cerebral (Arias, Pautassi et al., en prensa). La
capacidad aversiva y apetitiva del etanol fue también evaluada mediante una técnica de reevaluacion
del estimulo condicionada. En este trabajo (Culler Pautassi et al., 2009) observamos que el etanol
puede inflar o devaluar la capacidad reforzante de otro estimulo incondicionado.

También en colaboracion con investigadores de SUNY hemos empleado un procedimiento de
condicionamiento de segundo orden (CSO) para comparar ratas adolescentes y adultas en aprendizaje
motivacionales asociado a dosis elevadas de alcohol. EI CSO es un procedimiento en que los animales
reciben apareamientos entre una dosis de etanol y pulsos intrabucales de sacarosa o agua (ECL,
primera fase del condicionamiento). Los animales son luego expuestos al EC1 mientras experimentan
un estimulo tactil distintivo (papel de lija, EC2). Finalmente, se evalUa la preferencia por el EC2 en
una prueba de preferencia de dos vias. Este procedimiento nos habia sido ya Gtil para develar efectos
apetitivos de dosis moderadas de alcohol en infantes (Molina, Pautassi et al., 2007) y adolescentes
(Pautassi, Molina & Spear, 2008). En el trabajo realizado durante 2009 observamos que al emplear
dosis elevadas de alcohol (3.0 3.25 g/kg.), el CSO también detecta condicionamiento aversivo en

adolescentes y adultos (Myers, Pautassi et al., 2009; Pautassi et al., en revision).
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