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Resumen

RESUMEN

La iniciacion en el consumo voluntario de alcohol y la eventual escalada se manifiesta
primordialmente durante la adolescencia. Esta es un periodo particularmente critico y vulnerable
para desarrollar problemas con la droga. Los cambios tipicos de esta etapa del desarrollo y las
experiencias con drogas contribuyen a incrementar dicha vulnerabilidad. Dados estos antecedentes,
es importante estudiar la respuesta hedonica hacia el alcohol en adolescentes, la cual regula el
acercamiento y consumo de la droga.

En este trabajo analizamos la reactividad heddnica a los efectos motivacionales del alcohol y
el perfil de consumo de la droga en ratas adolescentes. Los adolescentes fueron sensibles a los
efectos apetitivos, aversivos y ansioliticos del alcohol. En comparacion con los adultos, fueron mas
sensibles a los efectos estimulantes motores y mas resistentes a los efectos sedativos del alcohol. La
exploracion en un ambiente nuevo estuvo asociada positiva y negativamente a los efectos
motivacionales apetitivos y aversivos del alcohol, respectivamente.

Se caracteriz6 subpoblaciones de adolescentes en situacion de riesgo para el inicio y posterior
consumo de alcohol. Especificamente, las ratas adolescentes con niveles méas altos de ansiedad
exhibieron mayor consumo de etanol que pares con niveles medios de ansiedad, pero s6lo si no eran
expuestos estrés. Del mismo modo, una breve exposicién al etanol durante la adolescencia temprana
indujo activaciéon motora e incrementd, particularmente en aquellos mas sensibles al efecto
estimulante, el consumo de etanol durante la adolescencia tardia. Se desarroll6 un modelo de
prediccién de consumo en funcién de marcadores comportamentales que discrimind individuos
propensos a iniciarse y desarrollar un consumo exacerbado de la droga.

Este trabajo brinda informacién sobre algunos factores que estarian mediando la relacién
entre iniciacion temprana al etanol, marcadores de comportamiento y la vulnerabilidad al consumo
exacerbado de la droga. Asimismo, mediante herramientas comportamentales se disefiaron
estrategias para la deteccion de sujetos a riesgo de iniciarse y progresar desde un consumo

controlado hacia uno elevado y eventualmente problematico con la droga durante la adolescencia.

Palabras Claves: adolescencia, rata, alcohol, efectos motivacionales.



Summary

SUMMARY

The onset and escalation of voluntary alcohol use commonly occur during adolescence; a
critical period in which drug-taking interacts with a still maturating brain. This interaction may
enhance the risk for development of alcohol drinking problems later in life. Normative
developmental changes, subsequent experiences with the drug, and enhanced sensitivity to the
motivational effects of the drug during adolescence may contribute to this vulnerability. It is
therefore important to understand factors promoting vulnerability to elevated alcohol consumption,
and those underling the facilitative effects of alcohol initiation upon later drug use. We hypothesized
that the inherent variability in motivational sensitivity to the drug influences alcohol use patterns.

To this end, we examined the relationship between measures of motivational sensitivity to
ethanol and ethanol intake in adolescent rats; and analyzed susceptibility to ethanol intake in
subpopulations of rats that differed in their experience with ethanol as well as in motivational
response to the drug. Animals were screened for ethanol-induced behavioral activation, and
sensitivity to the aversive, appetitive and anxiolytic effects of ethanol. Adolescents exhibited, when
compared to adults, greater ethanol-induced motor stimulation and reduced sensitivity to ethanol-
induced motor sedation. They were also sensitive to the anxiolytic, and to the aversive and appetitive
effects of ethanol. Spontaneous motor activity in a novel environment was negatively and positively
associated with ethanol-induced aversive and appetitive reinforcement, respectively.

This work also provided information towards the characterization of subpopulations of
adolescents at risk for initiating alcohol drinking. Adolescents with higher levels of inborn anxiety
exhibited higher ethanol consumption than counterparts with average levels of anxiety, but only if
they did not suffered stress exposure. Similarly, a brief ethanol exposure during early adolescence
induced motor stimulation and increased subsequent ethanol consumption during late adolescence.
Moreover, those adolescents with higher sensitivity to the motor-stimulating effects of ethanol
consumed more ethanol than those with lower sensitivity to the motor-stimulating effects of the drug.

Although further work is needed to better identify the conditions promoting ethanol intake
during adolescence, some of the findings of this work should facilitate detection of adolescents that

might quickly engage in alcohol self-administration.

Keywords: adolescent, rat, alcohol, motivational effects.
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Introduccién

Causas asociadas a los trastornos de consumo de alcohol

Tradicionalmente los problemas relacionados con el alcohol [(i.e., abuso y dependencia,
segun han sido clasificados por la Asociacion Psiquiatrica Americana (1994) han sido explicados en
funcion de factores genéticos Al respecto, se ha sugerido que existiria aproximadamente entre un 40-
70% de componente hereditario en la dependencia hacia el alcohol (ndtese que esta droga sera
denominada de manera indistinta como alcohol o etanol en esta tesis) (Dick y Agrawall, 2008; Ducci
y Goldman, 2008, 2012; Enoch, 2003; McGue, 1999). Sin embargo, hasta el momento los
predictores genéticos disponibles son pocos y explican s6lo una pequefia parte de la patologia, sin
haber sido aun integrados en la nosologia y la atencién clinica (Ducci y Goldman, 2012). No
obstante, investigaciones recientes han indicado que una parte significativa de la variabilidad en los
patrones de consumo de alcohol en la vida adulta podria explicarse en funcién de la naturaleza y
extension de la exposicion temprana con la droga (Baer et al., 1998; 2003). En cierta medida, las
investigaciones han comenzado a descentralizar el abordaje de los problemas asociados al consumo
de alcohol como exclusivo del sujeto maduro y adulto. Especificamente, han comenzado a focalizar
las investigaciones en periodos previos a la adultez e inclusive durante la lactancia o gestacion,
cuando la exposicion temprana al alcohol, otras drogas o es provocada indirectamente por consumo
materno y cuando puede existir exposicion a otras noxas, como estrés o negligencia parental. Existe
evidencia en la literatura humana que sefiala la exposicion o experiencia prenatal como un factor de
alta relevancia para modular el consumo de etanol (Alati et al., 2006; Baer et al., 1998, 2003; Yates
et al., 1998). Especificamente, estudios epidemioldgicos, al igual que numerosas investigaciones pre-
clinicas, han indicado que la exposicion temprana al alcohol (pre- o postnatal) predice
significativamente el uso de esta droga durante la adolescencia y, a veces, en la adultez. Méas en
detalle, Baer et al. (2003) por medio de la informacion obtenida de 439 familias analizaron la
relacion entre la historia familiar de consumo de alcohol, la exposicion prenatal al alcohol y el
consumo posterior en la adolescencia temprana (14 afios) y tardia (21afios). Los resultados indicaron
que el mejor predictor de consumo de alcohol parecia ser la experiencia gestacional con esta droga,
mas que la historia familiar o parental de consumo. Otros autores (Alati et al., 2006) examinaron el
efecto del uso materno de alcohol en diferentes momentos de la gestacion (temprana y tardia) y
posteriores a la misma sobre el desarrollo de trastornos asociados al consumo de alcohol. Los autores

encontraron que la exposicion intrauterina en la gestacién temprana - tres 0 mas vasos por ocasion-
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era un predictor mas importante que la exposicion etilica al final del embarazo para el desarrollo de
problemas en el consumo de la droga de sus hijos a la edad de 21 afios. Esta relacion también ha
alcanzado confirmacion experimental en trabajos con roedores observandose que los animales
expuestos a la droga durante la gestacion muestran luego un comportamiento alterado frente al sabor
y olor del alcohol, como asi también un mayor consumo de esta droga (Spear y Molina, 2005;
Youngentob et al., 2009)

Otro de los factores que ha sido relacionado con los trastornos de consumo de la droga es la
edad de inicio al consumo de alcohol. Se ha observado que la probabilidad de desarrollar problemas
con el alcohol disminuye con la edad y que mantendria una relacion inversa con la edad del primer
episodio de consumo. Esto es, mientras menor la edad de inicio al consumo de alcohol tanto mayor la
probabilidad de ocurrencia de abuso o dependencia hacia el alcohol (deWit et al., 2000; Pitk&nen et
al., 2005). Numerosos estudios consideran la iniciacion temprana -“debut temprano” (Pedersen y
Skrondal, 1998)- como un factor de vulnerabilidad para la ingesta posterior de esta droga, que en
ciertas ocasiones (pero no siempre, véase Pilatti et al., 2014) parece actuar de forma independiente a
la historia positiva de dependencia al alcohol en el grupo familiar -usualmente considerada un
indicador de riesgo genético-.

La iniciacion en el consumo voluntario de alcohol y la eventual escalada se presenta
primordialmente durante la adolescencia (Windle et al., 2008). Los adolescentes exhiben tasas de uso
y abuso de alcohol mas elevadas que los adultos habiéndose observado ademas que los sujetos que
comienzan a beber antes de los 14 afios son méas susceptibles de desarrollar abuso y dependencia
hacia el alcohol en la vida adulta; que aquellos que comienzan luego de los 20 afios (Buchmann et
al., 2009; deWit et al., 2000, Grant y Dawson, 1997; Grant et al., 2008; U.S. Department of Health,
2008; Pitkanen et al., 2005). Una de las primeras aproximaciones en estudiar los efectos de la edad
de inicio fue el trabajo de Pedersen y Skrondal (1998) sobre una cohorte basada en 465 adolescentes.
Definieron "edad de inicio” como el consumo de la mitad de una botella de cerveza, cien mililitros
de vino o veinticinco mililitros de licor e indicaron que la edad media de inicio era aproximadamente
a los 15 afios. Trazaron una trayectoria del consumo realizando registros de datos anuales (afios:
1987, 1988, 1989, 1990, 1993). Observaron que el inicio temprano incidia sobre el consumo
posterior y sobre el desarrollo de los problemas asociados a la droga; y que estos efectos no variaban
en funcién del sexo. Un resultado de suma importancia en aquel estudio fue que sefialaban que al
retrasarse aproximadamente un 10% la edad de inicio, esto podia implicar la reduccion de hasta un
35% del consumo posterior esperado del alcohol. De este modo el debut temprano resultaba un

excelente predictor de consumo y problemas asociados al mismo. Un afio antes, Grant y Dawson
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(1997) indicaban que la tasa de dependencia hacia el alcohol se reducia de un 40% en los individuos
que comenzaron a beber a los 14 afios a un 10% en aquellos que comenzaron mas tarde,
aproximadamente de los 20 afios en adelante. En tanto la tasa de abuso se reducia de un 17% a un 4%
en aquellos iniciados a los 16 afios o menor, respecto de los iniciados a los 20 afios.
Aproximadamente una década posterior los autores volvian abordar dicha tematica, aunque en esta
ocasion indagaban también la repercusion de la edad de inicio en un subgrupo de la poblacion
general. Mé&s en detalle, examinaron una sub-muestra de individuos de aparente bajo riesgo para el
consumo problematico de alcohol ya que carecian de historia familiar positiva de alcoholismo,
desdrdenes de personalidad y factores de riesgo de la infancia (Dawson et al., 2008). Observaron que
las personas que comenzaron a beber antes de los 15 afios de edad resultaron significativamente mas
propensas a experimentar la incidencia de la dependencia y abuso del alcohol en la edad adulta, que
aquellos donde la edad de inicio se hubiese producido mas tarde en la adolescencia (18 afios 0 mas).
Siguiendo esta linea de pensamiento Hingson et al. (2006) reportaron un aumento creciente en la
prevalencia de la dependencia del alcohol a los largo de la vida cuando el primer episodio de
consumo se daba temprano en la adolescencia. Un 47% de los que informaban haber comenzado a
consumir antes de los 14 afios cumplian los criterios de dependencia del alcohol, en comparacion con
solo un 9% de los que iniciaban después de los 21 afios. A diez afios transcurridos desde el primer
episodio el porcentaje en estos individuos alcanzaba un 27% en contraste a un 4%, y a los 25 afios un
33% versus un 2%; respectivamente. En Europa, mas especificamente en Finlandia, Pitkanen et al.
(2005) analizaron la relacion que existia entre la edad de inicio de consumo de alcohol y el uso de
alcohol en la edad adulta. El trabajo implico un seguimiento longitudinal de los individuos a partir de
los 8 afios. Los datos sobre el consumo de alcohol se registraron a los 14, 20, 27, 36 y 42 afios. En
congruencia, también, con los demés estudios mencionados, los autores indicaron que la edad de
inicio era un fuerte predictor de uso y consumo excesivo de la droga. Aquellos individuos que se
iniciaron temprano en el consumo, alrededor de los 14 afios mostraron mayor puntuacion en los
indicadores de consumo de alcohol en la vida adulta que los que comenzaron a beber a los 18 afios o
mas tarde e incluso obtuvieron puntuaciones mas altas que aquellos que comenzaron a beber a la
edad 16-17 afos. Estos sujetos también presentaban mayor riesgo que los que comenzaban a
consumir a los 16 afios o después de desarrollar un consumo excesivo de la droga. El inicio temprano
en el consumo de alcohol no se vio alterado por caracteristicas socio-emocionales o el éxito escolar
evaluado antes de la iniciacion del consumo de alcohol, ni tampoco por la situacion laboral de sus
padres.

Los estudios en alusion parecen apoyar la idea que habria una relacion inversamente

proporcional entre el inicio temprano -como factor de vulnerabilidad- y el uso problematico de la
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droga mas tarde en la vida. Se podria también considerar que el tiempo que ha transcurrido desde el
primer consumo de alcohol es un indicador mas preciso de progresion de dependencia o abuso que la
edad de inicio de consumo. Quienes se inician antes tendrian méas tiempo de exposicion a la droga y
por tanto mayor posibilidad de desarrollar las neuro-adaptaciones asociadas a la transicion desde un
consumo regular al consumo problematico (véase Alaux-Cantin et al., 2013; Depoy et al., 2013). Al
respecto, deWit et al. (2000) a través de un estudio poblacional de 5856 individuos desestimaron
parcialmente esta posibilidad. Estos investigadores observaron que tras diez afios transcurridos de
haber comenzado a beber el 13,5% y 13,7% de los individuos que habian empezado a consumir a los
11-12 y 13-14 afios, respectivamente habian progresado a un diagndstico de abuso en comparacion
con solo un 2% registrado en los individuos que habian demorado el consumo hasta al menos los 19
afios. El grupo de mayor riesgo de cumplir con el criterio para el diagndstico de dependencia hacia el
alcohol una vez pasados diez afios desde la edad de inicio habia tenido su primer contacto con el
alcohol entre los 11-12 afios y representaba un 15,9%. En tanto que aquellos iniciados a los 19 afios o
mayores, la probabilidad de dependencia era solo de un 1%. A diferencia de los resultados de riesgo
de abuso de alcohol, el riesgo de dependencia para los iniciados en los 13 o 14 afios result6 menor
(9%) al riesgo que quienes comenzaron a beber a los 11-12 afios. El resultado, quiz4 mas llamativo,
fue el retraso significativo observado en el desarrollo del abuso y dependencia de alcohol entre los
individuos que habian reportado el primer consumo antes de los 11 afios. Una década posterior al
inicio en este grupo de individuos alcanzé similar probabilidad que el grupo de 13-14 afios. Los
autores postularon que dicha diferencia pudo deberse a que los menores tendrian mayores
limitaciones y restricciones por parte de su familia y sociedad que sus pares mas grandes (13-14

anos).

Como sefialaramos anteriormente, los hallazgos de los diferentes estudios parecen compartir
como denominador comun la idea que la demora en el inicio del consumo de alcohol seria un eslabén
importante para la prevencion; aunque se entiende que no impediria en su totalidad el riesgo de
alcoholismo (Prescott y Kendler, 1999), ya que existen otros elementos involucrados en los
problemas asociados a la droga. No obstante, para algunos individuos podria ser un elemento de
peso, y parece haber suficiente literatura que corrobora el poder predictivo de la edad de inicio sobre
la trayectoria y consumo de la droga; independientemente de la historia familiar de alcoholismo, del
género, vinculacién de la escuela, la iniciacion de alcohol entre pares y la percepcion nociva del
consumo de alcohol. Pese a esto, existen trabajos que desestiman la asociacion entre la iniciacion
temprana y los problemas asociados a la droga mas tarde; y descartan la estrategia del retraso o

demora en el inicio como politica preventiva para disminuir la frecuencia de consumo y/o los
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problemas asociados al consumo de la droga. Por el contrario, sugieren que las relaciones
encontradas entre la edad de inicio y subsecuentes trastornos con la droga se han observado porque
los estudios sufrieron en parte sesgo, por ejemplo, en la seleccién de la muestra, porque recurren a
una memoria retrospectiva para recordar el primer episodio de consumo —generalmente muy alejado
temporalmente del momento actual del individuo, o no cuentan con controles especificos.
Recientemente, Maimaris y McCambridge (2014) publicaron una revision sistematica de estudios
prospectivos que abordan la temética de la edad de inicio y los problemas con el alcohol en la vida
adulta. Los autores concluyen que no habria evidencia suficientemente fuerte que respalde la idea
que el inicio temprano en el consumo conduzca a problemas con el alcohol en la vida adulta; y por
tanto, debiera desestimarse la estrategia de retrasar el inicio de consumo como politica preventiva
redestinando el interés de los estudios sobre los dafios graves y agudos que se generan por el
consumo temprano de la droga. En la revision se pueden identificar una serie trabajos que pretenden
describir los aspectos de la primera experiencia de uso de alcohol como Warner y White (2003),
quienes también examinaron las relaciones entre la edad de inicio del consumo, el contexto en que se
producia y los problemas con el consumo de alcohol con y sin controles para los factores de riesgo
psicosocial. Los individuos del estudio fueron entrevistados por primera vez a los 12 afios, luego a
los 15 y 18 afos, mas tarde a los 25 y 30-31 afios. Independientemente del contexto de iniciacion, los
jévenes que se iniciaban tempranamente eran mAas propensos a convertirse en bebedores con
problemas, aunque el riesgo era relativamente mayor para los jovenes que se hubieran sentido
borrachos durante el primer episodio de consumo y que este se hubiese experimentado fuera del
contexto familiar. El estado de embriaguez de la primera experiencia de consumo de la droga resultd
la Unica variable asociada de forma significativa a los problemas con el alcohol, respecto de otros
factores de riesgo como el género, estado socio-econdmico, religion, etc.

Asimismo, Guttmannova et al. (2011) a partir de una muestra de adolescentes en Noruega
investigaron la dependencia al alcohol en adultos que se habian iniciado tempranamente y que habian
empezado a consumir de forma regular antes de la edad legal permitida (21 afios). La muestra fue
reagrupada en funcion de cuatro rangos de edades: < a 11, 11 a 14, 15 a 17 y 18 a 20 afios. La
informacién se recolectaba cada tres afios a partir de los 21 hasta los 33 afios. Los resultados
indicaron ausencia de relacion entre la edad de inicio y el mal uso de la droga. Pese a ello, el
consumo regular de la droga entre los 15 a 17 afios presentaba una relacion sélida con el mal uso y
dependencia del alcohol. Paralelamente, Rossow y Kuntsche (2013) en el mismo pais, sobre la base
de una muestra de 1311 estudiantes y en el transcurso de trece afios analizaron esta relacion. El
primer registro se dio a los 13-14 afios donde se evaluaba sobre el inicio en el consumo (moderado y

excesivo), problemas de conducta, otros problemas y consumo excesivo en los padres. El segundo
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registro se dio a los 26-27 afios donde se preguntdé por el consumo excesivo en términos de
frecuencia y por medio de la puntuacion alcanzada en el cuestionario AUDIT (cuestionario de
identificacion de los trastornos debidos al consumo de alcohol). Observaron que el inicio temprano
estaba asociado a los problemas de conducta, otras conductas problematicas y al consumo excesivo
de los padres en la adolescencia temprana. El riesgo mayor de consumo excesivo era en la vida
adulta entre los que se iniciaban tempranamente, aunque cuando ajustaban el modelo de prediccion
por los problemas de conducta, esta asociacion se debilitaba perdiendo significancia estadistica. Solo
aquellos que mostraban problemas de conducta preservaban el panorama de riesgo. Por tanto, la
iniciacion temprana en si misma no pareciera ser el unico elemento involucrado y responsable del
consumo excesivo de la droga en la vida adulta, sino que formaria parte de una variedad mas amplia
de factores que requieren ser incorporados en los proximos estudios.

El consumo de alcohol en los adolescentes es un fendmeno que se observa en muchas
culturas. De hecho, actualmente en la mayoria de los paises occidentales el consumo de alcohol se
considera un problema de importancia para la salud publica. Por ejemplo, estudios epidemiolédgicos
realizados en Estados Unidos durante el 2012 indicaron que un 11%, 28% y 42%, entre la poblacién
de 14, 16 y 18 afios, respectivamente, habia consumido bebidas con contenido alcohdlico en los
ultimos 30 dias (Johnston et al., 2013).

En Argentina, en un estudio realizado entre jovenes de 13 a 17 afios indicaron que la edad de
inicio se concentra alrededor de los 13 afios (SEDRONAR, 2011). Aproximadamente un 69% de
todos los adolescentes reportaron haber consumido bebida alcoholica alguna vez. El 41,6% de la
mujeres y el 47,5% de los varones indicaron haber consumido alcohol en los ultimos 30 dias. A su
vez, el 62% de los individuos reconoce haber tomado cinco vasos 0 mas en una misma ocasion
durante las ultimas dos semanas, en particular durante los fines de semanas. En la provincia de Jujuy,
un estudio realizado por Alderete et al. (2008) en una muestra de jovenes de entre 12 a 17 afios
indico que el 9,3% y 10,6% de las mujeres y varones de su muestra, respectivamente, presentaban
sintomas de dependencia. Se suma a estos antecedentes el trabajo de Pilatti et al. (2013) llevado a
cabo en la ciudad de Cordoba. Los autores reportaron que el 47% de los nifios entre 8 y 9 afios
habian tenido acceso alguna vez a pequefias cantidades “sorbos”, por ejemplo de bebidas como vino
0 cerveza. La gran mayoria ellos indicaban que el primer episodio de consumo se producia en
ambientes familiares durante fiesta, o bien era provisto por algin adulto. EI 82% de los individuos
de 12 afos habian probado alguna vez alcohol. También encontraron que la naturaleza hedonica de
esta primera experiencia con el alcohol resultaba, ya fuera placentera o no, un buen predictor del
consumo posterior. EI 80% de los nifios que reportd haberle gustado el alcohol la primera vez

continué consumiendo. Solo un 30% expreso disgusto asociado a la primera experiencia de consumo
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de la droga. Asimismo, los nifios mas impulsivos y extravertidos y que exhibieron mayores
expectativas positivas hacia los efectos del consumo presentaron mayor probabilidad de consumo
que sus pares. En contraste, aquellos categorizados como responsables mostraron menor probabilidad
de consumir alcohol.

Hasta el momento hemos hecho énfasis en la importancia de la iniciacion temprana en el
consumo de alcohol y la relacion que mantiene con los problemas asociados al consumo de la droga.
Asimismo, se ha detectado que el consumo de tipo voluntario y excesivo, al igual que la continuidad
en el mismo, se producen principalmente durante la adolescencia. Especificamente, las tasa de abuso
y dependencia al alcohol alcanzan su pico maximo durante la adolescencia tardia (18-24 afios) y
luego caen de manera progresiva. Al parecer, la adolescencia en un periodo critico y vulnerable para
los problemas con el alcohol. Los cambios tipicos de la etapa podrian contribuir a esta
vulnerabilidad. A nivel del comportamiento se incrementan rasgos como la impulsividad, la
conductas de basqueda de novedad, la toma de riesgos y la busqueda de nuevas sensaciones, y las
interacciones con pares adquieren mayor valor (Crews et al., 2007; McCrae et al., 2000; Spear,
2000). Estos comportamientos se cree permitirian al adolescente desarrollar habilidades fuera del
ndcleo familiar y por lo tanto facilitarian la transicion hacia la adultez (Larson y Richards, 1991).
Paralelamente, el cerebro sufre una re-estructuracion en anatomia y transmision neuronal que
implican cambios estructurales y funcionales (Crews et al., 2007; Witt, 1994; 2010) en regiones
como la corteza prefrontal (CPF), la cual ha sido asociada a funciones ejecutivas como flexibilidad
cognitiva, autorregulacion y evaluacién de riesgo (Steinberg, 2009). Se ha mencionado por ejemplo
formacion de nuevas células (neurogénesis); que a pesar de ser un proceso del desarrollo que se
expresa tempranamente en la ontogenia se ha visto continda también en la adultez en regiones
especificas del cerebro como la subventricular anterior y el giro dentado del hipocampo (He y Crews,
2007). El hipocampo contribuye en los procesos de aprendizaje y la memoria (Shors et al., 2001). El
cerebro adolescente seria particularmente sensible a la inhibicion en la neurogénesis inducida por la
exposicion al etanol (Crews et al., 2006). La interrupcion de la neurogénesis por el empleo de drogas,
entre ellas el alcohol, durante la adolescencia podria generar cambios duraderos en la edad adulta.
Otros factores como el estrés y/o el aumento de hormonas alteran el proceso de neurogénesis y
precipitan cambios en el estado de animo (Malberg y Duman, 2003; McEwen, 2000; Gregus et al.,
2005).

En el curso natural de desarrollo del cerebro durante la adolescencia se han descripto dos
procesos. El primero implica una sobreproduccion y eliminacion de sinapsis, conocidos como
“sinaptogénesis y podado” que ocurre primordialmente en la CPF observandose un aumento inicial

en la densidad sinaptica seguido de un periodo de poda (Witt, 2010). La ventaja evolutiva de estos
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cambios es aln desconocida, pero se ha sugerido que puede permitir reestructuraciones en respuesta
a nuevas demandas ambientales (Spear, 2000). Por medio de resonancia magnética se observa que el
patron estos cambios en la corteza no es lineal, puesto que el volumen de la materia gris se expande
alrededor de la adolescencia, y posteriormente disminuye entre este periodo y la adultez (Gieldd et
al., 2004; Sowell et al., 2004; 2007). El volumen absoluto de la CPF disminuye durante la
adolescencia; especificamente en la tercera capa de la corteza frontal. Aproximadamente un 40% de
las sinapsis se pierden entre los 7 y 15 afios de edad (Andersen, 2010). La retraccion sinaptica no es
uniforme en todas las estructuras. Por ejemplo, en la corteza visual primaria se pierden todas las
capas a excepcion de la cuarta después de la adolescencia en ratas (Yates y Juraska, 2008). Esta
pérdida representa aproximadamente un 18-20 %, comparado a un 5% de perdida celular en la
corteza prefrontal ventromedial (Markham et al., 2007).

Los cambios en la corteza siguen un patrén especifico que comienzan desde la parte trasera
en direccion delantera. Las areas que sirven a funciones primarias (sensoriales y motoras), maduran
primero y las de asociacion de orden superior que integran las funciones primarias, maduran mas
tarde; siendo los l6bulos frontales la Gltimas regiones del cerebro en desarrollarse (Giedd et al., 2008;
Godtay et al., 2004; Paus et al., 2008; Sowell et al., 2001). Por ejemplo, en los lébulos temporales la
ultima parte en alcanzar los niveles adultos es el giro temporal superior que integra la memoria,
aferencias audio-visuales, y la funcion de reconocimiento de objetos (a lo largo de las cortezas
parietal inferior y pre-frontal). El I6bulo frontal alcanza su maximo volumen a los 11 y 12 afios en las
mujeres y varones; respectivamente. El I6bulo temporal alcanza su maximo volumen a los 16,7 y
16,2 afios en las mujeres y varones; respectivamente. El 16bulo parietal alcanza su mayor volumen a
los 10,2 y 11,8 afios en las mujeres y varones; respectivamente (Lenrroot et al., 2006).

Asimismo, las regiones subcorticales se desarrollan antes que las corticales. La amigdala
puede ser una de las regiones que se desarrollan mas temprano. En las nifias alcanza su méaximo
volumen a los 4 afios de edad, durante la adolescencia muestra un cambio relativamente pequefio; en
tanto que en los nifios aumenta progresivamente hasta los 18 afios aproximadamente un 53%
(Durston et al., 2001). La amigdala tiene proyecciones hacia el hipotalamo, el cual regula funciones
autonomicas como ritmo cardiaco, presion sanguinea, respiracion. La interconexion entre las
estructuras es importante para movilizar las funciones del cuerpo en respuesta a las potenciales
amenazas Yy estimulos perjudiciales. La amigdala estd muy conectada con la corteza prefrontal y los
sistemas de reforzamiento del cerebro. Estas interconexiones son cruciales en proveer las aferencias
emocionales hacia la CPF que brinda valor a las decisiones (Walker y Bollini, 2002). Otras regiones

como el caudado, putamen y el cerebelo muestran un desarrollo en la sustancia gris que alcanza su
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méaxima expresion durante la adolescencia seguida de wuna reduccion del volumen de
aproximadamente un 15% posteriormente (Durston et al., 2001).

El desarrollo de las regiones limbicas, temporales y prefrontales del cerebro durante la
adolescencia cobra importancia en la integracion de los comportamientos de caracter emocional con
los procesos cognitivos (Walker y Bollini, 2002). Muchos autores sugieren que el refinamiento
sinaptico, es decir, la eliminacion de las conexiones neuronales se produce solo en aquellas sinapsis
que no se activan con frecuencia y que, por tanto, resultan innecesarias (Casey et al., 1997; Giedd et
al., 1999; Sowell et al., 2004b).

En este periodo de la ontogenia se producen cambios también en la sustancia blanca que
aumenta mediante un proceso conocido como mielinizacion de los axones. Las vainas de mielina
hacen las veces de aislantes y permiten que el impulso nervioso viaje a lo largo del cerebro mas
rapido y eficiente, al mismo tiempo que facilita que se integre mejor la actividad del cerebro (Huppi
y Dubois, 2006; Luna y Sweeney, 2004; Sowell et al., 2004a). Este proceso ocurre primordialmente
en los tractos que conectan las areas frontales y temporales, y las estructuras limbicas del cerebro. La
mielinizacion procede en general desde la parte inferior a superior y desde la porcion trasera a
anterior del cerebro. Las vias proximales tienden a mielinizarse antes que las distales, las vias
sensoriales antes que las motores, y las proyecciones antes que las asociaciones (Volpe, 2000).
Aunque la mielinizacion se completa en las cortezas sensoriales y motoras durante los primeros afios
de vida, la formacidn de las vainas de mielina alrededor de los axones continda en la corteza parietal
y frontal hasta la tercera década (Giedd et al., 2006; Yakovlev y Lecours, 1967), al igual que la
region periférica del hipocampo entre la primera y segunda década de vida (Benes et al., 1994).

El sistema de neurotransmision también sufre cambios estructurales durante este periodo.
Ocurre una eliminacion sinaptica de las aferencias excitatorias glutamatérgicas hacia la CPF (Crews
et al., 2007). La eliminacion tiene implicancias funcionales. Por ejemplo, mediante la prueba “go/no
go”, que analiza las capacidades de atencion sostenida y el control de la respuesta; se ha visto una
mayor activacion de la corteza frontal dorsolateral y orbitofrontal en los nifios, que en los
adolescentes, y mayor en estos ultimos que sus pares adultos (Casey et al., 1997). El exceso de
sinapsis en los mas jovenes por la escasa maduracion del cerebro hasta ese momento provoca mayor
activacion del cerebro aunque menos eficiente comparado con los adultos que han finalizado los
procesos de maduracion de la corteza frontal logrando una menor activacién general, mas focalizada,
mas rapida y con un mejor desempefio (Blakemore y Choudhury, 2006). Como en la CPF, los
receptores de glutamato en el hipocampo sufren una reduccion importante durante la adolescencia,
aproximadamente un cuarto de los receptores NMDA en las regiones piramidales del hipocampo

desaparecen entre los dias postnatales (DP) 28 y 60 de la rata (Insel et al., 1990). También se produce
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reduccion sinaptica de las aferencias excitatorias glutamatérgicas hacia el nacleo acumbens (NACC)
durante este periodo (Frantz et al., 1999).

Ademaés del cambio en las sinapsis glutamatérgicas durante la adolescencia, el &cido gamma-
aminobutirico o GABA muestra cambios funcionales que dependen de la edad. Temprano en la
ontogenia GABA ejerce una accion excitatoria, en tanto que adquiere capacidad inhibitoria por
medio del desarrollo de los canales cloro, proceso que se da durante la segunda semana de la rata
(Ben-Ari, 2002). La maduracion de la neurotransmision de GABA desde la infancia hacia la
adolescencia y la adultez contribuye en parte al ajuste de las aferencias sinapticas de las
interneuronas inhibitorias mejorando la discriminacion de las sefiales y alcanzando procesos mas
eficientes (Crews et al., 2007). Las neuronas de GABA juegan un papel importante en la
sincronizacién de la actividad cortical mediante un interjuego complejo de mecanismos que regulan
el flujo espaciotemporal de la informacion entre las neuronas piramidales (Constantinidis et al.,
2002). La capacidad inhibitoria de GABA madura paralelamente con el desarrollo de los procesos
cognitivos complejos (Luna et al., 2010); en particular, aumenta durante la adolescencia tanto en los
humanos como en las ratas (Lewis et al., 2004; Tseng y O"Donnell, 2007; respectivamente). GABA
sincroniza la informacién de las células piramidales modulando la velocidad de las diferentes
aferencias en las areas de la corteza, muchas de ellas glutamatérgicas. Este proceso se hace mas
evidente cuando el individuo alcanza un mayor nivel cognitivo durante la transicion entre la
adolescencia y la adultez. En conjunto, el cerebro aun inmaduro se estructura en un comienzo por
procesos excitatorios por la contribucion temprana en la vida de GABA previo a que adquiera la
capacidad inhibitoria durante la adolescencia (Brenhouse y Andersen, 2011).

En este periodo se produce también un incremento de dopamina (DA) en las aferencias hacia
la CPF y hacia las regiones limbicas del cerebro (Andersen et al., 1997; Lewis, 1997). Por ejemplo,
los niveles basales de sintesis de DA en la CPF aumentan para el DP30 antes de reducirse al DP40
(Andersen et al., 1997). En el estriado los sitios de unién de receptores D1 y D2 sufren una reduccion
del 30-45% posterior a haber alcanzado su mayor expresion al DP40 (Teicher et al., 1995) En el
nucleo acumbens (NACC) los niveles al DP30 son menores que los alcanzados posterior al DP40.

En lineas generales se producen cambios sustanciales en la densidad y distribucion de los
receptores de DA en las vias que conectan el sistema limbico y a la CPF. Hay mayor actividad
dopaminérgica en estas vias durante la primera parte de la adolescencia que en cualquier otro
momento del desarrollo (Wahlstrom et al., 2010). La dopamina juega un papel fundamental sobre la
valoracion motivacional, y cambios en los niveles de DA tienen implicancias importantes para la
busqueda de sensaciones (Steinberg et al.,, 2009) y la respuesta a situaciones novedosas. En

condiciones normales se espera una reaccion precavida o de neofobia frente a estimulos novedosos
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(Depue y Collins, 1999; Steimer, 2002). Durante la adolescencia, y quizas debido a estos cambios de
DA, se observan respuestas de budsqueda (acercamiento- proximidad hacia los reforzadores) y toma
de riesgo en mayor proporcién que en cualquier otro momento de desarrollo.

Aunque habria otros neurotransmisores involucrados, la DA ha sido por excelencia el
neurotransmisor asociado al funcionamiento del sistema de recompensa, que tiene basamento a lo
largo del circuito mesocorticolimbico en las regiones limbicas, estriado y frontales, promoviendo
comportamientos dirigidos a un estimulo y su regulacion (Depue y Collins, 1999). Es un circuito
implicado en los procesos de recompensa por drogas (Koob et al., 1994) y la integracion de los
sistemas motores y sensoriales que facilitan las respuestas (lkemoto y Panksepp, 1996). Sirve a la
integracion de las aferencias que implican estados emocionales desde las diversas estructuras
limbicas y transmite esta informacion a los sistemas motores (Kalivas et al., 1993) EI NACC por su
parte hace las veces de una fase intermedia entre el sistema limbico y motor (Depue y lacono, 1989),
y puede influir también en el procesamiento cortical de los estimulos sensoriales (Gray et al., 1997).
Asimismo éste recibe aferencias inhibitorias de DA desde el area tegmental ventral (ATV). La
mayoria de los cuerpos celulares de DA se originan en el ATV y Sustancia Negra. La DA que sale de
estas regiones alcanza su meta por medio de la trayectorias axonales segregadas. Se han sugerido dos
sistemas funcionando para DA. Uno ténico que liberaria de forma continua DA en el espacio
extracelular y otro fasico que liberaria DA en respuesta a eventos de importancia comportamental
(Grace et al., 2007).

En la medida en que se producen los cambios en estas areas del cerebro, tanto para la
dopamina como las aferencias a dichas regiones, se esperan alteraciones del desarrollo concomitantes
sobre comportamientos de indole motivacional. De hecho, las modificaciones sobre el valor
motivacional atribuido a los estimulos podrian explicar, en parte, los cambios de los
comportamientos propios de la adolescencia; como el incremento en el valor atribuido a las
interacciones sociales y la busgqueda de nuevos estimulos (Casey et al., 2008; Spear, 2000). Estos
cambios, incluso, podrian facilitar el inicio y continuidad en el consumo de drogas alterando el
desarrollo normal del cerebro (Pascual et al., 2009) como la habilidad del cerebro de transferir
informacion entre las diferentes regiones eficientemente garantizando, por ejemplo, el control del
impulso (Luna et al., 2001); que si bien los nifios muestran capacidad de controlar los impulsos, con
la edad y la neuromaduracion emerge la habilidad de emplear dichas habilidades consistentemente
(Luna et al., 2004). En otras palabras, la exposicion a la droga interferiria con el curso normal del
desarrollo del sistema nervioso central y esto, ademas, interferiria en los procesos cognitivos y

sociales poniendo en riesgo a los adolescentes.
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¢Por qué algunos de los adolescentes que comienzan a consumir alcohol desarrollan
relaciones problematicas con el alcohol mientras que otros conservan un consumo controlado

de la droga?

Existen numerosos trabajos que han intentado estudiar los factores que podrian estar
determinando que algunos individuos iniciados al consumo de alcohol, pero no todos, desarrollen
problemas con la droga. Algunos de estos trabajos buscan analizar posibles diferencias en la
sensibilidad hacia el alcohol entre los individuos y determinar en qué medida las diferencias
individuales o grupales pueden ser predictivas del consumo adolescente. La busqueda de diferencias
individuales en la sensibilidad y/o respuestas comportamentales asociadas al consumo de alcohol y
otras drogas ha sido una herramienta frecuentemente empleada. Por ejemplo, algunos trabajos
encuentran relacion entre la impulsividad, el uso y problemas con el alcohol (Congdon y Canli, 2005;
Verdejo-Garcia et al., 2008) y la mayor propensién al consumo del psicotrépico (Zuckerman y
Kuhlman, 2000). Las relaciones entre ambos constructos son, sin embargo, complejas. Por un lado,
el consumo de la droga puede generar impulsividad; y por otro lado la impulsividad puede ser un
factor que predice consumo y desordenes asociados al consumo (Goldstein y Volkow, 2002). De la
misma manera que con el factor edad de inicio, ain es incierto si la impulsividad contribuye
directamente a aumentar el riesgo de desarrollar problemas con la droga, o bien si es simplemente
una manifestacion de otra causa etioldgica anterior (Dick et al., 2010). Esta relaciéon seria
conveniente analizarla atendiendo al contexto de desarrollo en el cual se esté gestando, porque a
pesar que la personalidad ha sido tradicionalmente entendida como una caracteristica estable, los
trabajos de caracter longitudinal dejan entrever que ocurren muchos cambios a lo largo del curso de
la vida (Roberts et al., 2006).

Una limitante en el progreso para el entendimiento de la relacion entre impulsividad y uso de
alcohol ha sido la imprecision que implica el término impulsividad y la multiplicidad de tareas que se
han empleado para medir aspectos de la misma (Dick et al., 2010). En estudios con humanos, la
impulsividad en general ha sido definida como la tendencia a reaccionar con prisa o sin planeamiento
ante estimulos externos o internos sin considerar apropiadamente las consecuencias negativas o
riesgos inherentes (Lejuez et al., 2010). Més recientemente, se han caracterizado cuatros rasgos o
aspectos de la misma (no planeamiento, deliberacidn, urgencia, blusqueda de sensaciones) que
estarian asociadas a diferentes consecuencias del empleo de alcohol; como la iniciacién, la escalada,
y desordenes de uso de alcohol (Shin et al., 2012). Por ejemplo, la urgencia parece estar relacionada
al consumo que se realiza para regular estados afectivos negativos; la basqueda de sensaciones

estaria mas relacionada al uso para aumentar la estimulacién y estados afectivos positivos. Esto
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sugiere que la busqueda de sensaciones implica una cierta incapacidad para inhibir comportamientos,
mientras que la urgencia reflejaria una respuesta motivacional aversiva (Castellanos et al., 2011; Finn
et al., 2000). Una limitante de los estudios de impulsividad en humanos es que generalmente trabajan
con muestras que han estado expuestas a la droga por un tiempo prolongado y por lo tanto no es
posible conocer si los rasgos de impulsividad han sido afectados por los efectos cronicos del
consumo (Anestis et al., 2007; Quinn et al., 2011). Existe, sin embargo, evidencia que indica que
aquellos genéticamente a riesgo de alcoholismo son méas impulsivos y se ha visto relacion, aunque
modesta, entre la historia familiar previa y el rendimiento en la tarea de descuento asociado a la
demora, una de las principales formas de medir impulsividad (Petry, 2001).

Estudios con animales han sugerido que la impulsividad podria estar genéticamente mediada.
Poulos et al. (1995) evaluaron impulsividad en ratas mediante la tarea de descuento asociado a la
demora de un reforzador y observaron una asociacion significativa entre impulsividad y auto-
administracion de etanol. Cuando se han empleado lineas de ratas selectivamente criadas por
diferencias en los niveles del consumo de alcohol (prefieren -P- 0 no prefieren -NP-); las primeras
(P) evidencian cierta dificultad en aprender conductas que requieren inhibicion de la respuesta en
tareas multiples, asimismo muestran déficit en la tarea de evitacion pasiva, en donde la rata aprende a
suprimir la conducta de descender a un recinto que le provee un shock eléctrico (Dick et al., 2010;
Steinmetz et al., 2000). Whihelm y Mitchell (2008) también compararon ratas criadas selectivamente
por su alto o bajo consumo de alcohol (HAD y LAD; respectivamente) y observaron que las HAD
fueron més impulsivas que las LAD.

Oberlin et al. (2009) emplearon lineas de ratones criados selectivamente por su preferencia
hacia el alcohol -alta o baja- (HAP o LAP, respectivamente). Los animales fueron evaluados en la
tarea de descuento asociada a la demora de un reforzador. La tarea empleaba dos palancas donde
exponian al sujeto ante dos opciones: recibir de inmediato un monto pequefio de sacarina; 0 uno
mayor luego de un periodo de demora. Al regular la cantidad del reforzador en funcién de la
respuesta de eleccion, la tarea permite estimar como el valor subjetivo del reforzador que es
retrasado, se devalUa o disminuye a medida que la demora se extiende. Los resultados indicaron un
componente hereditario en la impulsividad que precede al alcoholismo porque, al igual que se
observan en lineas de ratas seleccionadas por su alto consumo, la linea de ratones HAP respecto de
sus pares LAP se mostraron méas impulsivos (es decir, preferian el monto menor aunque inmediato de
sacarina). Se debe destacar que las HAP y LAP son descendientes de ratas con alta o baja
preferencia, pero no son ellas mismas expuestas al alcohol.

En conjunto, esta evidencia parece indicar que la impulsividad seria un endofenotipo, o

mediador comportamental entre riesgo genético y expresion de desoérdenes (Gottesman y Gould,
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2003). ¢Cuéles serian los mecanismos que subyacen a este comportamiento y cual podria ser el
origen de este endofenotipo como promotor de adiccién? En algunos trabajos se han asociado el
sistema corticoestriatal monoaminérgicos a los sustratos psicofarmacologicos de la impulsividad, en
donde la dopamina incrementa la accion impulsiva aunque disminuye la aversion a la demora. Se
observan alteraciones en diferentes regiones de la CPF (Wilbertz et al., 2012) y el circuito
corticoestriatal (Carmona et al., 2009) en sujetos impulsivos. Sin embargo, también hay evidencia de
la accion de mecanismos canabinoides, opidceos, glutamatérgico en el comportamiento impulsivo

(véase revision; Pattij y Vanderschuren, 2008).

Otro factor de riesgo asociado a una amplia gama de comportamientos relacionados al
consumo de alcohol (Whiteside y Lynam, 2001) ha sido la basqueda de sensaciones o novedad. Esta
es una tendencia a preferir comportamientos arriesgados, descripta inicialmente por Zuckerman (ver
revision en Zuckerman, 1986), que se magnifica primordialmente durante la adolescencia. En
algunos trabajos se ha encontrado que la busqueda de sensaciones se asocia particularmente con la
frecuencia de consumo de alcohol (Fischer y Smith, 2008; Grau y Ortet, 1999), mientras que otros
han observado que también es un factor importante para explicar el consumo excesivo (Carlson et al.,
2010), los problemas (Finn et al., 2000; Read et al., 2003) y desordenes asociados con la droga
(Lejuez et al., 2010; Sher et al., 2000).

En animales esta caracteristica se ha intentado modelar a partir del registro de los niveles de
actividad espontanea en un ambiente inescapable (Dellu et al., 1996) o bien registrando la
preferencia del animal por situaciones u objetos nuevos en contraposicién a otros familiares (Bardo
etal., 1996).

Las especies difieren ampliamente en su respuesta a la novedad y esta diferencia puede ser un
predictor de diferencias individuales en la sensibilidad hacia el abuso de drogas. Uno de los primeros
trabajos en corroborar este supuesto fue el de Piazza et al. (1989), en el cual mostraron como las
diferencias individuales en respuesta al ambiente nuevo podian predecir diferencias individuales en
la reactividad hacia la anfetamina. En dicho estudio los individuos eran expuestos a un
ambiente/contexto no familiar por dos horas. En funcion de los niveles de actividad en dicho recinto;
y mediante un procedimiento de division por la mediana cada animal era categorizado como alto o
bajo respondedor; y posteriormente era evaluado en su reactividad hacia la anfetamina. Observaron
que la inyeccion aguda de anfetamina inducia mayor efecto estimulante motor en los animales
categorizados como alto respondedores respecto a los bajos respondedores. Asimismo, los altos

respondedores resultaron mas sensibles a las propiedades reforzantes de las drogas de abuso. Cuando
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se les proveia acceso voluntario intravenoso de anfetamina, rapidamente adquirian la respuesta hacia
la droga, mientras que los pares bajos respondedores a la novedad, no (Piazza et al., 1989).

Las diferencias individuales en la actividad en el contexto nuevo resultaron alteradas también
por la secrecion de corticosterona. Piazza et al. (1991) midieron los niveles de corticosterona
(CORT) en animales que habian sido expuestos a un contexto nuevo. Las concentraciones séricas de
CORT eran medidas antes, a la media y dos horas posteriores de haber sido expuestos al ambiente. El
curso de secrecion de CORT fue diferente entre los altos y bajos respondedores a la novedad.
Mientras que las concentraciones de CORT habian caido al nivel inicial (50 ng/ml) después de las
dos horas en los bajos respondedores, los niveles de CORT en los altos respondedores se mantienen
elevados (150-200 ng/ml).

Otros estudios han confirmado la relacion entre la reactividad motora a la novedad y la
autoadministracion de drogas ademas de la anfetamina (Klebaur et al., 2001; Piazza et al., 1989),
incluyendo la cocaina (Bush y Vaccarino, 2007; Piazza et al., 2000), la nicotina (Redolat et al.,
2009). En el caso del etanol la relaciéon ha sido menos clara. Algunos laboratorios ha reportado falta
de asociacion (Bienkoswski et al., 2001; Bisaga y Kostowski, 1993; Koros et al., 1999a; 1999b;
Nielsen et al., 1999; Samson y Chappelle, 1995), asociacion negativa (Gingras y Cools, 1995) y
relacién positiva (Nadal et al., 2002; Nowak et al., 2000). Posiblemente la disparidad entre los
resultados se deba esencialmente a la diversidad de procedimientos que fueron empleados en dichos

estudios.

A su vez se han detectado poblaciones que presentan diferencias genéticas (variaciones
génicas o polimorfismos) en las enzimas involucradas en la metabolizacion de alcohol y que podrian
actuar como una condicién protectora para la progresién de consumo de la droga. El alcohol es
metabolizado en el organismo fundamentalmente por oxidacion en el higado mediante la accion de
algunas enzimas, entre ellas alcohol deshidrogenasa (ADH), que transforma el alcohol en
acetaldehido (primer metabolito del mismo). En tanto que este metabolito es metabolizado a acetato
y agua principalmente por la enzima aldehido deshidrogenasa hepéatica (ALDH). Aproximadamente
un 50% de los asiaticos presentan insuficiencia en una de las isoenzimas mitocondriales de la ALDH
(ALDH2) como consecuencia de una mutacion puntual en el gen ALDH2 que hace que la enzima
quede virtualmente inactiva (Hsu et al., 1988; Yoshida et al., 1984), y que los niveles de acetaldehido
suban significativamente e induciendo reacciones fisioldgicas adversas (enrojecimiento facial,
taquicardia, hipotension, nauseas, etc.) posterior al consumo del alcohol. De hecho, la prevalencia de
problemas de consumo de alcohol en estos individuos es muy baja (Wall et al., 1994).
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Otra forma de determinar individuos a riesgo de desarrollar problemas con el consumo de
alcohol se deriva de analizar, ya no caracteristicas que preceden a la experiencia con la droga, sino la
reactividad a la misma; es decir, el nivel de respuesta a uno o més efectos del alcohol. En humanos
Conrod et al. (2001) y més tarde King et al. (2002; 2011) indicaron que la sensibilidad a los efectos
activadores estimulantes iniciales del alcohol se correlacionaba positivamente con la percepcion de
los efectos positivos (e.g., euforia) inducidos por la droga; y que esta sensibilidad estaba exacerbada
en individuos a riesgo —consumidores pesados 0 con historia positiva de alcoholismo en el grupo
familiar- particularmente durante la fase ascendente de la curva intoxicacion de alcohol en sangre.
Asimismo este grupo de individuos a riesgo mostrd mayor tolerancia a los efectos sedativos de la
droga y una menor respuesta de cortisol posterior a la intoxicacion con el alcohol, respecto de sus
pares consumidores livianos (King et al., 2002; 2011). En relacion a la sensibilidad a la recompensa
recientes trabajos sugieren que estaria particularmente involucrada en el mantenimiento de la
adiccion, en tanto que los factores de personalidad serian mas relevantes para el inicio del consumo
de alcohol y drogas durante la adolescencia (Nees et al., 2012). Aquellos individuos que perciben
mas los efectos estimulantes del alcohol durante la fase ascendente de la curva de intoxicacion
también parecen consumir mas alcohol (Holdstock et al., 2000) al mismo tiempo que tienden a
mostrar un perfil especifico de personalidad caracterizado por una alta extroversion, busqueda de
novedad y sensaciones, y desinhibicion (Assaad, 2002).

La teoria psicoestimulante motora de la adiccion (Wise y Bozarth, 1987) indica que una
mayor sensibilidad a las propiedades estimulantes motoras del alcohol, considerado como un proxy o
indicador indirecto del efecto apetitivo de la droga, supone una condicion de riesgo para el abuso de
la droga. En los humanos la medicion de la tasa cardiaca basal, particularmente, durante la fase
ascendente de la curva de intoxicacion de alcohol se utiliza como un indice de la activacion del
sistema reforzador. Como describiéramos, esta caracteristica autonémica discrimina individuos
genéticamente a riesgo de desarrollar dependencia (Conrod et al., 1998). Una posible via de relacion
entre estimulacion motora y reforzamiento es que la estimulacion inducida por la droga active el
sistema motivacional que responde a las sefiales de las claves apetitivas y reforzantes, incrementando
las respuestas de acercamiento y potenciando la disponibilidad de neurotransmisores asociados con
la recompensa (Brunelle et al., 2004). Mas especificamente y en relacién al etanol, el fundamento
neurobioldgico es que el etanol activa el haz medial del cerebro anterior, induciendo liberacion de
dopamina por una via directa en el circuito mesocorticolimbico -en ATV y NACC- (Bunney et al.,
2000; Imperato y Di Chiara, 1986; Morzorati et al., 2010), y tambien por una via indirecta,
activando receptores opioides p e inhibiendo el control que las interneuronas GABAérgicas ejercen

sobre ATV, permitiendo asi la excitacion de neuronas dopaminérgicas (Xiao et al., 2007). La
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liberacion de dopamina induciria actividad motora dirigida (usualmente llamada “psicomotora”) y
paralelamente estaria asociada a la percepcion de efectos reforzantes y/o a la atribucion de incentivo

motivacional a estimulos ambientales.

Otra estrategia empleada para discriminar sujetos y que comparte algunos aspectos de lo
anterior se deriva del anélisis de la naturaleza heddnica (positiva o negativa) de la experiencia con la
droga (Schramm-Sapyta et al., 2006). Esto implica, por ejemplo, que si un individuo percibe
inicialmente los efectos del alcohol como aversivos o desagradables probablemente disminuya la
buasqueda y el posterior consumo de alcohol. Por el contrario, un individuo que encuentre placentera
0 apetitiva la droga sera mas propenso a su busqueda y a incurrir en el consumo prolongado de la
misma (Pilatti et al., 2013; Schramm-Sapyta et al., 2006). De hecho, Haertzen y colaboradores en
1983 encontraban en los hombres poli-consumidores que el nivel de agrado o apetencia de la droga
en la primera ocasion resultaba el factor de mayor importancia asociado al habito de consumo
posterior. Los hallazgos y avances en funcién de la naturaleza hedonica de la experiencia con la
droga seran abordados en detalle en el apartado siguiente en donde se describe la reactividad

especifica del adolescente hacia el alcohol.

Otro factor importante son las expectativas asociadas al consumo de la droga. Las
expectativas asociadas a los efectos relacionados al alcohol pueden entenderse como creencias sobre
los efectos del alcohol en el comportamiento, la cognicion, los estados de animo, y las emociones
(Leigh, 1989). La expectativa positiva se asocia frecuentemente méas al consumo de alcohol que la
expectativa negativa. En este sentido, Goldman et al. (1991), Stacy et al. (1990), Urbéan et al. (2008)
entre otros aportan evidencia a favor del supuesto la expectativa positiva ejerce mayor influencia en
el consumo de alcohol que la expectativa negativa. Asimismo la expectativa se ha considerado un
factor mediador importante entre la busqueda de sensaciones y el uso de alcohol (Kuntsche et al.,
2005), alterando no solo el comportamiento sino también la percepcion real de las experiencias
posteriores con alcohol, que luego, a su vez, pueden fortalecer las expectativas originales (Oei y
Morawska, 2004). A pesar de la importancia que resguarda el estudio de las mismas, no resulta tan

sencillo sistematizarse en modelos animales.

En su conjunto la serie de antecedentes presentan como elementos en comun la estrategia de
indagar factores que, de manera previa a la iniciacion a la droga, podrian modular la futura respuesta
a la misma y el establecimiento de trayectorias de consumo (Crabbe et al., 2010; Duranceaux et al.,
2006). Por ello, resulta importante conocer y comprender los factores que favorecen la vulnerabilidad

hacia el consumo problematica de alcohol en los adolescentes y aquellos que subyacen a los efectos
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facilitadores de la iniciacion al consumo (Schramm-Sapyta et al., 2008). Esta perspectiva ofrece un
marco con el cual examinar por qué ciertos individuos progresan rapidamente del uso controlado de
alcohol al abuso y dependencia, mientras que otros contindan con un consumo controlado a pesar de

la exposicion repetida de la droga.
El adolescente muestra un patron especifico de respuesta hacia el alcohol

Los estudios en animales muestran que los adolescentes serian menos sensibles que sus pares
adultos a una amplia variedad de efectos agudos del etanol como la sedacion, la coordinacién
motora, hipotermia, narcosis (Spear y Varlinskaya, 2005; White et al., 2002), que en condiciones
normales deberian servir para evitar el incremento en el consumo. Por ejemplo, Little et al. (1996)
encontraron diferencias en la sensibilidad hacia los efectos sedativos del alcohol en ratas infantes
(DP20), adolescentes (DP30) y adultos (DP60) posterior a recibir una administracion aguda de etanol
(4,0 0 5,0 g/kg). Observaron que los méas jovenes (DP20 y 30) recuperaban antes el reflejo de
enderezamiento (indicador de sedacidn) que las ratas de 60 dias. Asimismo, en las ratas de 30 dias de
edad, las concentraciones séricas de etanol eran significativamente mayores al momento de la
recuperacion del reflejo de enderezamiento que los congéneres méas grandes (DP60). Estos Gltimos
demoraban mas en alcanzar el pico de concentracién sérica de etanol respecto de los méas jovenes
(DP20 o DP30). De modo similar, Silveri y Spear (1998) observaron un marcado incremento en la
sensibilidad a la hipnosis inducida por etanol en el transcurso de la ontogenia; en donde los mas
jévenes exhibian tiempos mas cortos de suefio y mayores niveles de alcohol en cerebro y sangre
(NEC y NES, respectivamente) en la vigilia. EI cambio observado en funcion de la edad se ha
sugerido estaria, en parte, asociado a una disminucion en la tolerancia aguda.

A su vez, los adolescentes serian mas sensibles en relacion a sus pares adultos al deterioro en
la memoria espacial inducido por el alcohol (Markwiese et al., 1998; White et al., 2000), a la
facilitacion social en ambientes familiares cuando reciben administraciones de dosis bajas (0,25, 0,5,
0,75 g/kg); y serian menos sensibles a la inhibicién social (Varlinskaya y Spear, 2002; 2004; 2006) y
al deterioro motor inducido por el alcohol particularmente cuando se emplearan dosis moderadas-
altas [2,0-3,0 g/kg] (White et al., 2002; 2005). Dadas estas diferencias, no es sorprendente que
recientemente se haya encontrado que los ratones adolescentes, pero no los adultos, consumen mas
alcohol cuando son evaluados en presencia de un conspecifico que cuando la prueba de consumo de
alcohol se da individualmente (Logue et al., 2014).

Entre los variados efectos del etanol, las consecuencias motivacionales -esto es, efectos

apetitivos, aversivos y ansioliticos- son factores de méxima importancia en la regulacion de los
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procesos de busqueda e ingesta de este psicotropico (Cunningham et al., 2000). Cuando el etanol
ejerce efectos apetitivos, las conductas de busqueda y contacto de la sustancia, o con estimulos
apareados a la misma, aumentan significativamente; en tanto que conductas de evitacién son
evidentes cuando la droga induce efectos aversivos. Los efectos del etanol tienen la capacidad de
actuar como un estimulo incondicionado (EI) aversivo, disminuyendo la preferencia por estimulos
que fueran asociados con la administracion de la droga.

Para evaluar los procesos de aprendizaje asociativos de naturaleza aversiva inducidos por el
etanol se conoce, entre las metodologias mas cominmente empleadas, la aversion adquirida al sabor
(AAS). En lineas generales, los sujetos consumen una solucion gustativa saliente (i.e., sacarina;
estimulo condicionado, EC) mientras experimentan los efectos del etanol (EI). Usualmente, este
tratamiento resulta en un rechazo al sabor que previamente fue apareado a los efectos de la droga, el
cual es interpretado como una respuesta condicionada aversiva (Pautassi et al., 2002). Para evaluar
procesos de aprendizaje asociativos de naturaleza apetitiva, por otra, usualmente se emplea un
condicionamiento de preferencia al lugar o a una textura (CPL; respectivamente). En este
procedimiento un animal es entrenado repetidamente en un recinto (contexto) donde se le presentan
estimulos o claves —EC- de tipo téctil, auditivo, olfativo o visual, mientras esti experimenta o esta
bajo los efectos tdxicos de una droga —EI- mientras que en otro recinto recibe vehiculo. Posterior al
condicionamiento, cuando no se encuentra bajo los efectos toxicos de la droga tiene acceso a ambos
contextos. Se registra el tiempo que permanece en cada recinto. Este tiempo de permanencia sobre el
contexto al que fueron apareados los efectos de la droga es considerado un indicador de preferencia.
En contraste se considera que la droga tiene propiedades aversivas cuando el animal evita este

contexto (Bardo y Bevins, 2000)

Los trabajos que han indagado los efectos motivacionales del etanol durante la adolescencia
de la rata sugieren que los adolescentes expresan una sensibilidad particular hacia los efectos
motivacionales del etanol. Se ha observado, por ejemplo, que las ratas adolescentes serian mas
resistentes que las adultas en adquirir aversiones al sabor mediadas por otras drogas de abuso, como
cocaina, anfetamina, nicotina y etanol (Anderson et al., 2010; Laviola et al., 1999; Schramm-Sapyta,
2006; 2010; 2014; Shram et al., 2006; Vetter-O’Hagen et al., 2009). Las ratas adolescentes necesitan
dosis significativamente mas elevadas de etanol que las que requeridas en las ratas adultas para
establecer un AAS (Anderson et al., 2010; Vetter-O'Hagen et al., 2009).

Ha sido, sin embargo, menos estudiado si los adolescentes perciben los efectos placenteros,

apetitivos del alcohol de modo similar a los adultos. Aparentemente, la sensibilidad hacia estos
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efectos estaria incrementada en las ratas adolescentes. Philpot et al. (2003) por medio de un
procedimiento de condicionamiento de preferencia al lugar indagaron la capacidad apetitiva del
alcohol (0,2, 0,5, 1,0, 0 2,0 g/kg) en ratas adolescentes y adultas (DPs 25-35-45-60). Los autores
indicaron que la droga inducia preferencia al lugar en ratas de 45 dias, aunque no en ratas de 35 dias,
a las dosis de 0,5 o 1,0 g/kg. Incluso la ultima dosis indujo aversion al contexto asociado a los
efectos de la droga. En las ratas adultas (DP60) ninguna de las dosis alter6 la preferencia de los
animales. La aversion provocada por el etanol es similar a lo que se observa en los trabajos en ratas
adultas heterogéneas (Cunningham y Henderson, 2000; Gauvin et al., 1994; Stewart y Grupp, 1986;
1989). Cabe mencionar que si bien Philpot et al. (2003) observaron aversion al DP35 otro estudio
encuentra lo contrario. A saber, Pautassi et al. (2008b) observan preferencia condicionada por una
textura asociada a los efectos del etanol (0,5 0 2,0 g/kg) en ratas adolescentes (DP32), pero no en
ratas adultas (DP70). Posiblemente, la diferencia entre ambos trabajos se explique por los
procedimientos utilizados. Mientras que en Philpot et al. (2003) emplearan un paradigma clasico de
condicionamiento de preferencia al lugar, Pautassi et al. (2008b) utilizaron un condicionamiento de
segundo orden (CSO), el cual en otros trabajos ha resultado altamente sensible para detectar los
efectos motivacionales apetitivos del etanol en ratas no destetadas (Molina et al., 2006; 2007). El
CSO fue inicialmente adaptado por Molina et al. (2006; 2007) para evaluar los efectos hedonicos del
etanol en ratas infantes (DPs 14-15). En este paradigma un estimulo gustativo (pulsos intra-bucales
de agua, EC1) es asociado a los efectos del etanol (0,5 0 2,0 g/kg, El). Posteriormente, los animales
son expuestos brevemente al EC1 mientras permanecen sobre una superficie de papel de lija (EC2).
En estos trabajos se observé preferencia condicionada por la lija en los adolescentes. En otro trabajo
Fernandez-Vidal et al. (2003) los autores entrenaron ratas adolescentes para discriminar el estado
toxico inducido por el etanol. Las ratas tenian acceso a sacarosa después de una intubacion de etanol
(0,5 g/kg) o su vehiculo. Inesperadamente, la busqueda y el consumo de sacarosa aumentaron en
aquellos animales donde la sacarosa habia sido sefializada por el etanol. En conjunto, estos
antecedentes indican que bajo ciertas circunstancias el alcohol tiene la capacidad de inducir
preferencia a dosis bajas o moderadas, la que a su vez, se ve alterada en funcion periodo de la
ontogenia donde se lo evalle; sugiriendo particularmente que las propiedades reforzantes de la droga
adquieren mayor relevancia para el organismo temprano en la ontogenia.

Numerosos estudios han sugerido también que la sensibilidad hacia los efectos apetitivos de
etanol seria diferente entre ratas y ratones. Por ejemplo, las ratas adultas generalmente desarrollan
rechazo o evitacion por el contexto o textura condicionada a la droga, particularmente a dosis > 2,0
o/kg (Cunningham et al., 1993). No obstante, si el etanol es administrado cuando los animales

experimentan descargas eléctricas o junto a otros farmacos (Matsuzawa et al., 1998; Marglin, 1988;
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respectivamente) la preferencia se expresa. También se ha observado CPL inducido por alcohol en
ratas clasificadas como ansiosas (Blatt et al., 2009). Este resultado podria obedecer a un efecto
ansiolitico de la droga, puesto que en dicho estudio el etanol revirtio la aversion natural que los
roedores exhibian por un compartimento blanco. Es conocido que los espacios iluminados suelen ser
fuentes de rechazo innato en los roedores-. No obstante, Matsuzawa et al. (1999) observaron que el
etanol, pero no drogas ansioliticas (buspirona y diazepam) inducia CPL en ratas expuestas a estrés de
miedo condicionado. Morales et al. (2012) encuentran CPP al etanol en ratas adultas, aunque este
condicionamiento no se expresa si los animales han sido familiarizados previamente al contexto. Los
autores aducen que la preferencia responde mas a una consecuencia ansiolitica del etanol, ya que la
ansiedad que se despierta por la novedad del contexto al cual son expuestos y entrenados disminuye
por estar bajo los efectos toxicos de una dosis moderada (1,5 g/kg) de etanol. En favor de hipotesis el
mismo grupo de trabajo ha observado previamente que la supresion de la actividad social inducida
por la exposicién a un ambiente de evaluacién no familiar es revertido por la administracion de
etanol (Valinskaya y Spear, 2002).

Curiosamente, el perfil en ratones es diferente. Los ratones adultos expresan rapidamente
preferencia por el lugar, en un amplio rango de dosis -0,5- 4,0 g/kg- (Cunningham et al., 2006).
Mientras que los ratones adultos muestran CPP desde dosis > 2,0 g/kg de etanol, los pares mas
jévenes no, a menos que se extiendan los dias de entrenamiento y/o se incrementen las dosis
empleadas (Dickinson et al., 2009) o bien los animales hayan sido pre-expuestos cronicamente a
descargas eléctricas (Song et al., 2007).

El patron general entre las especies es diferente, inclusive a lo largo de las etapas de la
ontogenia. Entre las ratas y ratones adultos se han encontrado aversion y preferencia por el contexto
donde el alcohol es sefializado, respectivamente; en tanto que las ratas adolescentes, aungque no los
ratones, expresan aparentemente preferencia condicionada. Esto, sin embargo, es meramente una
apreciacion; puesto que son escasos aun los trabajos que han indagado sobre los mecanismos que
subyacen a estas evidencias y/o, por ejemplo, la relaciébn que mantienen con los procesos de
iniciacion de la ingesta de alcohol.

Otra medida, sin bien menos directa, que ha servido para analizar efectos motivacionales del
etanol es la actividad locomotora aguda inducida por la droga, la cual como ya indicaramos puede
considerarse como un proxy o indicador de reforzamiento apetitivo mediado por etanol (Meyer et al.,
2009; Wise y Bozarth, 1987). Se ha visto que en ratones la droga induce efectos motores
estimulantes y depresores (Cunningham et al., 1993), a dosis bajas < 2,0 g/kg (Faria et al., 2008) y
dosis altas > 2,0 g/kg (Masur y Boerngen, 1980; Quoilin et al., 2010), respectivamente. Estos efectos
parecen estar mediados por los sistemas transmision opioide, dopaminérgico y glutamatérgico
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(Pastor y Aragén, 2006). En este sentido, Camarini et al. (2000) encontraron activacion motora
aguda por etanol (2,0 g/kg) en ratones, efecto que fue contrarrestado en un sentido de dosis-respuesta
tras la administracion de un antagonista no selectivo opiaceo como la naloxona.

Los estudios en ratones han indicado, a su vez, existiria una relacion inversa entre la
sensibilidad motora inducida por etanol y la edad. Quoilin et al. (2010) encontraron que la activacion
motora inducida por etanol era significativamente mayor durante la adolescencia temprana, que
durante la adolescencia tardia, incluso mayor que los ratones adultos. Estos Gltimos, sin embargo
fueron mayormente sensibles a los efectos depresores inducidos por la droga. Por otro lado, en la rata
generalmente se ha observado insensibilidad a la estimulacion motora inducida por etanol. La
administracion de etanol en regiones especificas del cerebro se ha mostrado mas eficaz para inducir
efecto estimulante motor (Arizzi-LaFrance et al., 2006; Pastor y Aragon, 2008). Por ejemplo, el &rea
tegmental ventral posterior (ATVp) es una de las regiones del cerebro implicadas en la activacion
motora después de la administracion aguda intracerebroventricular (ICV) de dosis bajas de etanol (75
0 150 nmol) o de su primer metabolito, el acetaldehido (ACD, 25 o 250 nmol). Asimismo, en
Sanchez-Catalan et al. (2009) observaron que dicho efecto se contrarrestaba cuando recibian
administraciones de antagonistas opiaceos. Este mismo fendmeno se observé cuando se emplearon
ratas criadas selectivamente por un alto consumo y preferencia de etanol - "alcohol-preferring
rats"(P) o las “Sardinian alcohol preferring rats —sP-" (Agabio et al., 2001; Waller et al., 1986).
Colombo et al. (1998) mostraron como la ingesta voluntaria de etanol en ratas sP, en virtud de un
periodo de acceso al etanol de 15 minutos, era seguido por un incremento en la actividad motora en
un campo abierto.

A nivel periférico, el resultado cominmente encontrado tras la administracion de etanol (0,0,
0,25; 0,5; 1,0 0 2,0 g/kg) en ratas heterogéneas es un efecto de depresién motora (Chuck et al., 2006).
Son escasos los estudios que analizan las diferencias ontogenéticas asociadas a dicho efecto. Pese a
ello, y quiza méas importante a los fines de esta tesis, existen una serie de estudios realizados por
Arias et al. (2008; 2009b,c) en ratas infantes heterogéneas Wistar. En estos trabajos se analizé el
efecto agudo motor del etanol en ratas no destetadas -8 a 12 dias de edad-. Mas en detalle,
observaron que a dosis moderadas-altas (1,25 y 2,5 g/kg), aunque no a una dosis baja -0,5 g/kg- el
etanol indujo estimulacion motora, especificamente durante la fase ascendente del proceso de
intoxicacion (5-10 minutos después de la administracién). En tanto que la dosis de 2,5 g/kg indujo
sedacion mas tarde en la curva de intoxicacion (30-35 minutos posteriores a la administracion).
Similar a lo observado por Silveri y Spear (1998), estos animales mostraron indicios de tolerancia
aguda recuperandose rapidamente de la sedacién inducida por la droga aun cuando los niveles de la

droga continuaran altos y estables en el organismo (Arias et al., 2008). Si estos animales eran
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tratados con el antagonista GABA baclofeno (0,5-2,5 mg/kg) o recibian, como se observara también
en los ratones (Camarini et al., 2000), la administracion de naloxona (1,0-2,0 mg/kg) el efecto
estimulante motor disminuia significativamente. En los adolescentes, la administracién del
antagonista opiaceo, no solo suprime la estimulacion motora inducida por el etanol sino que ademas
inhibe la preferencia por la textura con la cual se asocian los efectos de la droga mediante un
procedimiento de condicionamiento de segundo orden (Pautassi et al., 2012a) brindando apoyo a la

participacion del sistema opiaceo en estos comportamientos.

Los cambios en el cerebro producto de la maduracion durante la adolescencia contribuyen a
la expresion de varios comportamientos que son especificos a esta etapa de desarrollo y, en cierto
modo, determinan el comportamiento y las respuestas neuroquimicas hacia etanol (Faria et al., 2008).
El cerebro de los adolescentes es mas sensible que el cerebro adulto a las adaptaciones neuronales
inducidas por etanol y otras drogas (Crews et al., 2007). Esto podria implicar mayor vulnerabilidad
de los mas jovenes a las consecuencias a largo plazo resultado del consumo crénico (repetido) de
alcohol, al mismo tiempo que aumentaria la probabilidad de desarrollar abuso (Spear, 2000).

La exposicion repetida o cronica de una droga psicoactiva induce un fendmeno conocido
como sensibilizacién, que en términos generales implica un aumento progresivo y prolongado en el
tiempo de una respuesta como resultado de la estimulacién repetida. Esta Gltima se ha convertido en
un elemento fundamental de las teorias contemporaneas de la adiccion a las drogas (Robinson y
Berridge, 1993; 2000; 2001). La teoria propuesta por Robinson y Berridge (2008) sugiere que el
patron compulsivo de blsqueda de drogas que se observa en la adiccion resulta de la sensibilizacion
de un sistema motivacional que provee importancia (“salience”) a los estimulos asociados a las
drogas. Este sistema seria diferente a nivel neural y funcional del sistema que se encarga de evaluar
la calidad hedénica de un reforzador, luego que este se ha consumido. Si bien la sensibilizacion al
estimulo no es exactamente una sensibilizacion motora; esta Ultima es una de las consecuencias
conocidas tras la exposicion repetida -cronica o intermitente- de la droga. Ademas de la estimulacion
motora, la exposicion repetida a las drogas de abuso produce adaptaciones neurobiolégicas de larga
duracion en los sistemas de recompensa criticamente involucrados en la motivacion, que persisten
mucho tiempo, aun despues que la exposicion a la droga ha sido interrumpida o discontinuada
(Nestler, 2000).

Se han observado marcadas diferencias entre adultos y adolescentes en el desarrollo y
expresion de sensibilizacion motora al etanol. Los ratones adolescentes suizos (Carrara-Nascimento
et al., 2011; Faria et al., 2008; Quoilin et al., 2012) y DBA/2 (Stevenson et al., 2008) son menos

sensibles que sus pares adultos a la sensibilizacion motora inducida a dosis bajas de etanol (1,5-2,0
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g/kg) y requieren dosis mayores de etanol (2,5 o > 3,5 g/kg; Stevenson et al., 2008; Quoilin et al.,
2012; respectivamente) para desarrollar sensibilizacion motora. Generalmente, la administracion
repetida de dosis bajas de etanol (1,8 a 2,2 g/kg) induce sensibilizaciébn motora, mientras que dosis
mas altas parecen inducir tolerancia (Masur y Boerngen, 1980). Curiosamente, en ciertas ocasiones
los adolescentes exhiben tolerancia a los efectos de activacion de etanol a una dosis 2,0 g/kg, en la
medida que dichas administraciones estuvieran asociadas a sefiales ambientales (Faria et al., 2008).
Asimismo, Quoilin et al. (2014) observaron que la exposicion previa a la droga antes de generar
sensibilizacion a ella, tiene un efecto facilitador en el desarrollo del fendmeno, y que este efecto se
magnifica si la pre-exposicion tiene lugar en la adolescencia en vez de en la adultez.

En la rata, en cambio, lejos de generar sensibilizacion, se observa una drastica caida de la
actividad motora a lo largo de las exposiciones por medio de administraciones sistémicas. En
contraste, Unicamente se encuentra sensibilizacion motora por medio de infusiones interventriculares
(administracion central) a dosis bajas de etanol (Correa et al., 2003).

Por otro lado, los ratones mas jovenes en ciertas ocasiones han resultado mas sensibles a los
efectos agudos motores de etanol que los adultos en dosis moderadas (1,25 - 2,5 g/kg; Quoilin et al.,
2012). Todo parece indicar que las ratas no muestran sensibilizacion a la droga, si algo tolerancia a
las administraciones repetidas. En tanto que el efecto agudo de la droga pareciera ejercer efecto
depresor en los adultos y efecto estimulante en la rata infante. Poco se conoce sobre el efecto de la
droga en la rata adolescente. Méas precisamente, la mayor proporcion de estudios tradicionalmente
han indagado el efecto motor en animales adultos.

Perfil de consumo de etanol del adolescente: factores ambientales y efectos

motivacionales de la droga que pueden modificarlo.

Una herramienta que ha resultado Util para el estudio de fenotipos asociados al consumo de
alcohol ha sido la crianza bidireccional selectiva (Crabbe et al., 2008). Esta metodologia resulta en la
expresion de niveles altos y bajos de un fenotipo en particular, como el consumo y/o preferencia de
alcohol. Por ejemplo, las “alcohol-preferring (P)” y las “high alcohol-drinking (HAD)” son lineas de
ratas criadas selectivamente para preferir una solucion de etanol al 10% sobre otra de agua; y
consumen 5 o mas gramos de alcohol por peso corporal por dia (McBride et al., 2014). Se han
empleado para investigar consumo continuo (24 h) y consumo excesivo "binge" de alcohol a través
de la adolescencia y adultez (Bell et al., 2014). El consumo episddico elevado, o binge drinking
(segun la literatura anglosajona), ha sido definido en humanos como el consumo de 4/5 unidades de

alcohol (en mujeres y varones, respectivamente) en un periodo de dos horas (Fillmore y Jude, 2011).
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Existen también otras lineas de ratas criadas selectivamente por criterios similares respecto del
alcohol como las “accepting/alcohol-preferring (AA)”, las “Sardinian alcohol-preferreing (sP)”, las
“alcohol-preferring University of Chile B (UChB,)” y mas recientemente, la “Warsaw High
preferring (WHP)”, las “High Addiction Research Foundation (HARF)”; para mayor informacion
vease los trabajos de Bell et al. (2012); Colombo et al. (2006); Sommer et al. (2006); Quintanilla et
al. (2006). Estos tipos de animales han permitido modelar el consumo excesivo tipo “binge”. Un
protocolo que ha brindado excelentes resultados es uno que se realiza durante el ciclo de oscuridad,
combinado con la modalidad de acceso limitado (Tipps et al., 2014). Este protocolo induce niveles
de alcohol en sangre (NES) farmacoldgicamente relevantes (> 80 mg%). Cuando se extiende esta
modalidad por unas cinco semanas consecutivas aproximadamente, las ratas llegan a consumir en

tres o cuatro horas tanto, sino mas, que lo que usualmente consumirian en una prueba de 24 h.

Aproximaciones similares con algunas variantes procedimentales se han llevado a cabo en
ratas genéticamente heterogéneas. Simms et al. (2008) indicaron que las ratas Long Evans y Wistar
que tienen acceso intermitente (ya no continuo) a una solucion de etanol (20% v/v) en un
procedimiento de doble via, consumen niveles de alcohol proximos a los niveles obtenidos en ratas
criadas selectivamente por alguno de los criterios mencionados, al igual que similares niveles de
alcohol en sangre que aquellas (Bell et al., 2006; Dry y Kostowki, 2000). De hecho, en estas ratas los
ciclos de repeticion de consumo y abstinencia provocaron niveles altos y robustos de consumo de
etanol que se conservan en el tiempo. A diferencia del acceso continuo, el procedimiento de ingesta
intermitente consiste en ciclos repetidos de consumo excesivo y abstinencia. El efecto de privacion
de etanol (ADE, por sus siglas en inglés) se define como el incremento temporal en el consumo de
etanol sobre la base del consumo anterior cuando el etanol se reintroduce después de un periodo de

privacion del mismo (Sinclair y Senter, 1968).

Otra modalidad que ha servido para facilitar el inicio e incrementar el consumo ha sido el
paradigma de sustitucion de sacarosa; sin requerir por ello la privacién de agua o comida para
motivar el consumo (Samson, 1986). Los animales tienen acceso a dos soluciones, una de agua y otra
con una concentracion de etanol endulzado. Progresivamente puede aumentarse la concentracion de
etanol o disminuirse lentamente la sacarosa;y a su vez las sesiones de ingestas pueden ser de acceso
continuo (24h) o bien limitado (horas) (Files et al., 1994; 1998; Maldonado et al., 2008; Samson,
1986; Samson et al., 1992).

Luego de esta breve introduccion a los modelos de ingesta de alcohol podemos enfocarnos en

estudios que han analizado el consumo de alcohol en la adolescencia. Los antecedentes indican que
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las ratas adolescentes (DPs 20-60) consumen significativamente mas alcohol que sus congeneres
adultos (Brunell y Spear, 2005; Maldonado et al., 2008; Vetter et al., 2007) evaluados bajo diferentes
regimenes y condiciones (Doremus et al., 2005). Los niveles alcanzados de consumo de alcohol en
los adolescentes son similares a los vistos en los estudios que utilizan lineas de roedores
seleccionados genéticamente como las ratas HAD y P evaluados en paradigmas ingesta de acceso
continuo de doble via (McKinzie et al., 1996). En pruebas de ingesta continua de 24 h de cuatro
semanas de duracion, las ratas P adolescentes consumen mas de la droga que sus pares adultos a lo
largo de las semanas (Bell et al., 2006). Las ratas alta consumidoras (HAD) en pruebas de acceso
limitado (2 h) de doble via (solucién de etanol y agua) en la adolescencia y en la temprana adultez
(DP30 y 60) también muestran un incremento en la preferencia y el consumo absoluto de etanol a lo
largo de tiempo (Bell et al., 2004)

La mera interaccion social pasiva con un par intoxicado con etanol aumenta el consumo
voluntario de alcohol en ratones (Logue et al., 2014) y en ratas adolescentes heterogéneas
(Maldonado et al., 2008). Asimismo, mientras que las ratas adolescentes hembras aumentan el
consumo de la droga independientemente de la familiaridad del par-intoxicado con el que
interacttan; los machos aumentan el consumo cuando el par-intoxicado con el que interactian es
familiar, pero disminuye si éste no es familiar (Maldonado et al., 2008). Brunell et al. (2001)
observaron también que las ratas adolescentes consumen casi el doble de gramos por kilogramos de
etanol en relacion a los animales adultos, y esta diferencia desaparece si son expuestos cronicamente
a un estresor (Brunell et al., 2005); aunque el mismo estresor no altera el perfil de ingesta si durante
las sesiones de ingesta el animal permanece alojado individualmente (Brunell et al., 2001). Este
cambio en las condiciones de alojamiento parece no ejercer un efecto tan sélido, puesto que en
condiciones similares se ha encontrado que los adultos pero no los adolescentes disminuyen el
consumo de la droga si permanecian individualmente alojados (Doremus et al., 2005).

Ademas de observar diferencias en el perfil de consumo de alcohol en funcién de la edad, se
observan algunas en funcién del sexo. Las hembras generalmente exhiben mayor consumo de etanol
que los machos adultos (Cailhol y Mormede, 2001; Chester et al., 2006; Le et al., 2001; Piano et al.,
2005; Vetter et al., 2009), aunque esto no implique diferencias en los niveles alcanzados de alcohol
en sangre (Piano et al., 2005); tanto en pruebas de consumo continuo de 24 horas (Doremus et al.,
2005) como de acceso limitado de doble via (Chester et al., 2006; Le et al., 2001; Vetter-O'Hagen et
al., 2009) y/o en procedimientos auto-administracion operante (Blanchard et al., 1993; Blanchard y
Glick, 1995). Existe un antecedente en adolescentes que plantea la relacion inversa de consumo en
funcién del sexo (Vetter-O'Hagen et al., 2009); esto es, los machos adolescentes consumen mas

gramos absolutos de etanol que las hembras adolescentes en una prueba de doble via de acceso
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limitado; este cambio no se debi6 a una diferencia en la metabolizacion del alcohol (Silveri y Spear,
2000; Vetter-O'Hagen et al., 2009). No obstante, hasta el momento no se conocen mas evidencias
que apoyen la distincion en el perfil de ingesta de los adolescentes en funcion del sexo.

También se han reportado cambios en el perfil de consumo cuando son afectados por
condiciones estresantes (Chester et al., 2004; Volpicelli et al., 1990). Los estudios en animales del
efecto del estrés sobre el consumo de etanol son variados, algunos estudios indican supresion
(Rockman et al., 1986; Sprague y Maickel, 1994; van Erp et al., 2001) otros incremento (Funk et al.,
2004; Le et al., 2005; Roske et al., 1994; Siegmund et al., 2005; Wolffgramm y Heyne, 1991) o
ningan cambio (Adams y Oldham, 1996; Fidler y LoLordo, 1996) en el consumo de la droga. No
obstante, la evidencia clinica y pre-clinica indica que las situaciones estresantes aumentan el
consumo de alcohol (Soderpalm y de Wit, 2002) ya fuera de tipo crénico o agudo (Caldwell y
Riccio, 2010; Volpicelli et al., 1990), al igual que el riesgo de una recaida en su empleo (Overstreet
et al., 2004). Se ha sugerido, ademas, que el estrés seria un factor fuertemente asociado al consumo
exacerbado del alcohol (Aseltine y Gore, 2000). Se ha observado que el estrés puede sensibilizar los
efectos reforzadores del etanol y que puede incrementar la locomocion inducida por la
administracion de dosis moderadas de etanol (Roberts et al., 1995), estimulacion motora que podria
servir como marcador comportamental de la sensibilidad a los efectos motivacionales de la droga
(Kawakami et al., 2007). Es interesante también mencionar que, en comparacion con sujetos adultos,
los adolescentes muestran una mayor reactividad hacia el estrés sobre el consumo de sustancias
(Dahl y Gunnar, 2009; Fishbein et al., 2006; McCormick y Mathews, 2007; McCormick et al., 2010,
Romeo, 2010; Spear y Varlinskaya, 2005). Recientemente, Varlinskaya y Spear (2012) observaron
que tanto los adultos como los adolescentes eran sensibles a los efectos un estresor (restriccion del
movimiento), medido a partir de alteraciones en la conducta social. Dicho efecto se vio revertido por
los efectos de alcohol en los jovenes y no en los pares mayores, sugiriendo que los adolescentes
serian mas sensibles que los adultos a los efectos ansioliticos del alcohol. A su vez, en ratas adultas
el estresor indujo un mayor consumo de g/kg del etanol (Lynch et al., 1999). Resta conocer aun si
dicha sensibilidad al estresor se traduce en un mayor consumo de alcohol en los adolescentes.

Un elemento que resulta determinante para discriminar aquellos individuos que progresaran
desde el consumo inicial hacia un consumo problematico de aquellos que exhibiran un consumo
controlado aun luego de exposiciones repetidas con la droga, es analizar el equilibrio entre los
diferentes efectos motivacionales -apetitivos, aversivos y ansioliticos- (Cunningham et al., 2000,
Pautassi et al., 2009). Tanto el equilibrio heddnico como la posible traduccion de éste en procesos de
ingesta pueden estudiarse mediante disefios intra-sujeto que evalien medidas motivacionales y de

ingesta de alcohol, la naturaleza hedodnica de la primera experiencia con la droga (ej., positiva o
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negativa) o bien como dicha sensibilidad es alterada por la exposicion a manipulaciones ambientales,
como por ejemplo la exposicion a situaciones estresantes (Schramm-Sapyta et al., 2006).

Green y Grahame (2008) analizaron si los indices de efectos motivacionales del etanol y de
consumo de la droga estaban relacionados entre si. Encontraron relacion positiva entre el consumo
voluntario de dos vias y la auto-administracion operante oral de etanol. Asimismo reportaron una
leve aunque significativa correlacion positiva entre el consumo de la droga y el condicionamiento de
preferencia por el lugar inducido por el alcohol. Indicaron, a su vez, una correlacion negativa entre el
condicionamiento de aversion al sabor y el consumo de la droga (i.e., a mayor aversién, menor
consumo de alcohol), sugiriendo que la relativa insensibilidad hacia las propiedades aversivas del
etanol facilita el consumo posterior.

Sobre la base del mismo supuesto Schramm-Sapyta et al. (2010) trataron de evaluar dicha
relacion en ratas heterogéneas con el fin de examinar si la variacion individual en la sensibilidad los
efectos aversivos adquiridos al sabor (AAS) correlacionaba con la variacion individual en el
consumo voluntario de etanol. A su vez intentaron constatar si aquella relacion podria cambiar en
funcion de la edad. Los autores observaron que la aversién adquirida al sabor correlacionaba
inversamente con el consumo de alcohol en las ratas adolescentes, aunque no en las adultas.
Asimismo, los adolescentes consumieron significativamente mas de la solucion de etanol luego de un
periodo de abstinencia forzada de la misma. Los adolescentes se mostraron menos sensibles a
desarrollar AAS que los adultos. Esta diferencia no pudo atribuirse ni a diferencias en la respuesta de
hipotermia o sedacién inducida por la droga, incluso ni siquiera a una diferencia en la respuesta
farmacocinética entre las edades,

Cabe recordar que los adolescentes parecen menos sensibles no sélo a la aversion adquirida al
sabor inducida por la droga sino también a una serie de respuestas incondicionales como la hipnosis
(Silveri y Spear, 1998), hipotermia (Silveri y Spear, 2000), deterioro motor (White et al., 2002),
pudiendo representar dicha insensibilidad una suerte de factor permisivo para la continuidad en el
consumo.

El contexto social ademas de promover el incremento del valor apetitivo por las drogas en los
adolescentes, también parece atenuar las propiedades aversivas de la exposicion al etanol. Por
ejemplo, la presencia de un par —como contexto social- cuando un animal se encuentra bajo el
proceso toxico de la droga aminora significativamente la sensibilidad hacia los efectos aversivos de
etanol, es decir son mas resistentes para desarrollar AAS que sus pares adultos (Anderson et al.,
2010; Vetter-O'Hagen et al., 2009).

Los adolescentes se muestran sensibles a los efectos positivos de la droga; incluso mas

sensibles que sus pares adultos (Pautassi et al., 2008b). Un estudio que apoya esta caracteristica es el
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de Ristuccia y Spear (2008). Estos autores evaluaron el efecto reforzador del alcohol mediante el
registro de la taquicardia inducida por la droga en ratas adolescentes y adultas sujetas a un protocolo
de ingesta limitada durante dos horas. La taquicardia inducida por la droga es una respuesta
fisiologica que podria considerarse un buen indicador comportamental de la propiedad apetitiva del
etanol, ya que se ha visto correlaciona positivamente con la liberacion de dopamina en el cuerpo
estriado ventral (Boileau et al., 2003) y con algunas medidas subjetivas de los efectos placenteros del
etanol en los estudios en humanos (Conrod et al., 1998; Holdstock et al., 2000). En las condiciones
del estudio, los autores encontraron que las ratas adolescentes no so6lo consumian mas de la droga
que los adultos, sino que solo los adolescentes consumian lo suficiente de la solucion de etanol como
para que este indujera mayor respuesta cardiaca que la observada en respuesta al vehiculo. Esta
diferencia no se observo en los adultos. En conjunto los resultados parecen apoyar la idea que los
adolescentes serian mas propensos que los adultos a consumir voluntariamente una cantidad
suficiente de etanol, en principio, para obtener sus propiedades reforzantes. En otras palabras, los
trabajos sugieren que las diferencias ontogenéticas en los efectos heddnicos del etanol (i.e.,
adolescentes mas y menos sensibles que los adultos a los efectos apetitivos y aversivos del alcohol,
respectivamente) podrian mantener relacion con la alta propension al consumo que exhiben los mas
jévenes.

En conjunto, los antecedentes revisados indican que la adolescencia es un periodo con una
sensibilidad motivacional particular hacia propiedades del etanol, ademas de otras drogas. El
aumento de la sensibilidad hacia las propiedades apetitivas de las drogas (Pautassi et al., 2008b)
junto a la resistencia a las propiedades aversivas (Schramm-Sapyta et al., 2010; Vetter-O'Hagen et
al., 2009), podria aumentar no sélo la probabilidad del consumo continuo dado la percepcion
placentera inicial, sino también la magnitud de la ingesta posterior producto de la baja sensibilidad a
los componentes aversivos de la intoxicacion.

Pese a la evidencia que la exposicién al alcohol temprana estaria asociada a los problemas
con el etanol, como la dependencia, mas tarde en los seres humanos (deWit et al., 2000; Grant y
Dawson, 1997) han sido pocos los estudios en animales que han examinado el impacto de la
exposicion -cronica o aguda- al etanol, o la presencia de marcadores comportamentales como la
actividad espontanea en un ambiente nuevo (Nadal et al., 2002), o como la sensibilidad hacia los
efectos motivacionales del etanol durante la adolescencia, repercuten sobre la subsiguiente busqueda
y consumo de alcohol (Green y Grahame, 2008; Schramm-Sapyta et al., 2010).

La adolescencia, segin se ha indicado, se encuentra asociada a una vulnerabilidad
incrementada al consumo de alcohol, como asi también a la adquisiciébn de aprendizaje

motivacionales mediados por el etanol. Asimismo ambos factores podrian estar siendo modulados
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por caracteristicas — “endofenotipos” - de los organismos que preceden a la experiencia con la droga
(bdsqueda de la novedad, impulsividad, sensibilidad a recompensas o condiciones estresantes). Es
conocido que no siempre, ni todos aquellos adolescentes que se inician en el consumo de alcohol
progresan hacia el abuso y dependencia (Schramm-Sapyta et al., 2008). Asi entonces, resulta
importante identificar, entre otras cosas, aquellos marcadores que posibiliten esto y analizar su poder
predictivo, de manera de detectar poblaciones susceptibles de desarrollar problemas con el
psicotropico. El conocimiento derivado de este abordaje podria ser de utilidad para disefiar politicas
de accion especificamente dirigidas hacia estas poblaciones en riesgo.

35



Objetivos

Objetivos

En base a lo descripto en la introduccion, el presente proyecto buscaba detectar, mediante el
empleo de modelos animales, variables que predijeran consumo de alcohol en la adolescencia. La
susceptibilidad a adquirir aprendizaje motivacional mediado por los efectos de alcohol, por ejemplo,
podria representar uno de estos factores de vulnerabilidad. De hecho, como hemos mencionado
previamente, la sensibilidad a los efectos agudos de la droga es un factor de maxima importancia en
la regulacion de los procesos de blsqueda e ingesta de alcohol (Cunningham et al., 2000, Pautassi et
al., 2009). Cuando el alcohol ejerce efectos apetitivos, las conductas de busqueda y contacto de la
sustancia, o con estimulos apareados a la misma, aumentan significativamente; en tanto que las
conductas de evitacion son evidentes cuando la droga induce efectos aversivos. Analizar el equilibrio
entre los diferentes efectos motivacionales -apetitivos, aversivos y ansioliticos- podria utilizarse
como una herramienta para discriminar individuos que progresarian desde un consumo inicial hacia
un consumo problematico de aquellos conservarian un consumo controlado a pesar estar expuestos
repetidamente a la droga. Mas especificamente, el proyecto reconocia como objetivo general
desarrollar un modelo predictivo de consumo durante la adolescencia, mediante la evaluacion de la
reactividad heddnica al alcohol; el objetivo o problema al que se apuntaba era discriminar
poblaciones de sujetos adolescentes que exhibieran susceptibilidad diferencial al consumo de alcohol
y que estuvieran a riesgo de consumo problematico.

Como objetivos especificos nos planteamos, siempre en sujetos adolescentes:

a) Estudiar la expresion de aprendizaje motivacional (apetitivo y aversivo) mediado por el
etanol, b) estudiar la expresion de rasgos 0 marcadores comportamentales (e.g., actividad locomotora
espontanea o inducida por la droga) que pudieran predecir la vulnerabilidad a los efectos
incondicionales del etanol en el plano motivacional y c¢) indagar la relacién entre aquella sensibilidad
motivacional y el consumo de la droga.

Asimismo, con el propdésito de brindar una continuacion organica al objetivo general del
proyecto doctoral indagamos numerosas facetas de la estimulacion motora inducida por el alcohol en
las ratas adolescentes. A saber, si la estimulaciébn motora representaba un fenémeno exclusivo del
periodo adolescente y también si en su expresion estaba involucrada una interaccion entre la novedad
del ambiente y los efectos farmacologicos de la droga. Este Gltimo punto cobra importancia si se
considera que en nuestros protocolos los animales no eran previamente familiarizados/habituados al
contexto de evaluacién. Asimismo hasta ese momento habiamos considerado e interpretado la
estimulacion motora como una medida, aunque indirecta, de la expresion de las propiedades

apetitivas de etanol (Wise y Bozarth, 1987). Una interpretacion teorica alternativa podia ser que este
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incremento en la locomocion estuviera indicando un efecto ansiolitico del alcohol que facilitara la
exploracién; o bien una combinacion entre ambos efectos, -apetitivos y ansioliticos-.

Para resolver estos interrogantes en relacion a la estimulacion motora inducida por el alcohol
en ratas adolescentes planteamos los siguientes objetivos especificos que fueron respondidos
especificamente en la Seccion II:

a) Analizar y comparar los efectos estimulantes motores del alcohol en adolescentes y

adultos.

b) Evaluar el rol facilitador de la novedad en la expresion de activacion locomotora inducida
por etanol en la rata adolescente

c) Evaluar la hipotesis alternativa que plantea que el incremento en la actividad motora
inducida por el alcohol indica o se interpreta como un efecto ansiolitico de la droga, o bien
por una combinacion entre los efectos ansioliticos y los efectos reforzantes apetitivos de la

droga.

Uno de los objetivos mas ambiciosos del proyecto doctoral era identificar marcadores
comportamentales para la deteccion de subpoblaciones a riesgo de exhibir consumo problemaético de
alcohol. En un comienzo, tomamos como marcador la magnitud de activaciéon motora inducida por la
droga. En la Seccion 111, en cambio, indagamos la incidencia o rol que podia ejercer el nivel de
respuesta de ansiedad basal de un sujeto —como otro marcador de vulnerabilidad-sobre el patrén de
consumo de la droga a lo largo de la adolescencia. Tomamos en consideracion los aportes de trabajos
que han indagado esta relacion apoyandose sobre el supuesto de “reduccion de tension” (Miiller et
al., 2001; Spanagel et al., 1995). Esta clasica hipdtesis (Conger, 1951) postula que el consumo de
alcohol mitiga el miedo o ansiedad y que este efecto fortalece, por mecanismos de reforzamiento
negativo, la ingesta del alcohol en el futuro. De modo que los individuos que sufren de ansiedad o
estrés, en estado de sobriedad, tendrian mayor sensibilidad hacia los efectos ansioliticos del etanol y
por ende mayor vulnerabilidad hacia la droga. Las aproximaciones experimentales en ratas, en un
intento de validar esta hipotesis, han resultado contradictorias. Por ello, en la Seccion I11 buscamos
evaluar mas directamente la hipdtesis de consumo de etanol por reforzamiento negativo en animales
caracterizados en funcion de niveles basales de ansiedad. Planteamos entonces como objetivo
especifico: analizar la capacidad predictiva del nivel de respuesta de ansiedad basal sobre el
consumo de alcohol; e indagar en qué medida dicho perfil podia alterarse por la exposicion a un
estresor. En otras palabras, el proposito fue aprovechar la variabilidad natural en los niveles de

respuesta de ansiedad basal de las ratas adolescentes para discriminar sub-poblaciones de alta y baja
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ansiedad, e indagar si estas sub-poblaciones exhiben predisposicion diferencial al consumo de

alcohol; y si son diferencialmente sensibles a la exposicion a un estresor.
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SECCION 1. Relacién entre medidas de sensibilidad motivacional hacia el etanol en

ratas adolescentes y la relacion de éstas con el consumo posterior de la droga.

Experimento 1: evaluamos la capacidad del etanol para inducir activacion motora en ratas
adolescentes durante la fase temprana (5-11 min) y tardia (30-36 min) de la curva de intoxicacion.
En el Experimento 2 ratas adolescentes fueron evaluadas en activacion motora inducida por etanol al
DP28. Posteriormente, los animales fueron entrenados en un procedimiento de aversion adquirida al
sabor (AAS) inducido por el etanol. Seguidamente, fue sujeta a un protocolo de ingesta de 16 dias de
duracién. Los niveles de etanol en sangre (NES) al DP28 fueron analizados en el Experimento 2a. Se
evaluaron las relaciones entre diferentes medidas motivacionales del etanol; esto fue, entre la
actividad motora espontanea e inducida por la droga con el grado de rechazo al EC en un
condicionamiento de aversion al sabor (Experimento 3); y entre la primera con el grado de
preferencia por el EC+ en un condicionamiento de preferencia al lugar inducido por el etanol
(Experimento 4). EI Experimento 5 replicé el condicionamiento de preferencia al lugar utilizando un

control de mayor rigurosidad (no apareado).
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Consideraciones Generales

Todos los animales nacieron y fueron criados en el Instituto de Investigacion Médica
Mercedes y Martin Ferreyra (INIMEC-CONICET-UNC, Cordoba, Cha, Argentina). El dia de su
nacimiento se considero el dia postnatal 0 (DPO0). Las crias permanecieron con sus madres alojadas
en cajas de maternidad estandar (45 x 30 x 20 cm) hasta el dia del destete (DP21). Posteriormente,
los animales eran alojadas 4 por caja con acceso libre a comida balanceada (GEPSA feeds, Cérdoba,
Argentina) y agua hasta el comienzo de cada experimento segun correspondiera.

La colonia de animales se mantuvo en un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad (0800) a una
temperatura ambiental de 22 + 1°C y con humedad mantenida de 45%, aproximadamente.

El manejo y tratamiento de los animales se abordé siguiendo los lineamientos éticos y pautas
de cuidado animal establecido por la Guia para Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NIH,
Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, 1996).

Materiales y Procedimientos Especificos
Sujetos

Los Experimentos que componen la seccion | emplearon un total de 305 ratas Wistar,
derivadas de 71 camadas (Experimento 1: 79 animales, 14 camadas; Experimento 2: 59 animales; 12
camadas; Experimento 2a: 28 animales; 13 camadas; Experimento 3: 71 animales; 13 camadas;

Experimento 4: 48 animales; 7 camadas; Experimento 5: 20 animales; 12 camadas).

Durante los DPs 25-27 los animales fueron manipulados (‘“handled”) dos veces en el dia
durante 2 minutos. El objetivo era aminorar efectos de la manipulacion que, por si mismos o en
interaccién con la administracion de la droga, pudieran inducir estimulacion motora. No mas de un
animal por camada fue asignado a una misma condicion experimental con el fin de evitar confusion
en las interpretaciones sobre los efectos observados a partir de los tratamientos (Holson y Pearce,
1992).

Preparacion de las drogas y procedimientos de administracién

Las administraciones de alcohol se realizaron via intragastrica (i.g.) mediante una canula de

polietileno esterilizada de 12 cm de largo aproximadamente (de 0,58 mm de didmetro interno, PE-50
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Clay Adams, Parsippany, New Jersey, USA), adosada a una jeringa descartable de 3 ml mediante una

aguja hipodérmica de 0,60 mm x 25 mm — 23Gx1 (BectonDickinson, Rutheford, NJ).

Las dosis de etanol (3,0; 2,5; 1,0 0 0,5 g/kg) resultaron de la administracion de un volumen
equivalente a 0,015 ml por kilogramos de peso corporal de soluciones de etanol de 25,2%, 21%
8,4% 0 4,2% vlv, respectivamente (Porta Hnos., Cordoba, Argentina). Un volumen similar de agua
corriente de pico se utilizd como vehiculo. Cada animal fue cuidadosamente entubado en 5 segundos

aproximadamente y la administracion de las soluciones demoraba unos 3 a 4 segundos mas.
Condiciones de alojamiento durante los entrenamientos y evaluaciones

Los animales fueron alojados de a pares, con un compafiero del mismo sexo y edad seguln el
tiempo que requeria cada protocolo experimental. Con ello se buscaba minimizar el impacto
provocado por el aislamiento. Unicamente, durante los dias experimentales en los cuales se requeria
registrar medidas individuales los animales permanecieron individualmente alojados. Expresamente,
esto sucedid durante el protocolo de condicionamiento de aversion al sabor (DPs 29-34, AAS) —
Experimentos 2 y 3- y durante la fase de acceso forzada del protocolo de ingesta (DPs 41-44) —

Experimento 2-.
Andlisis de Datos

La actividad locomotora horizontal y vertical inducida por el etanol (expresada en segundos)
fue analizada separadamente a través de ANOVAs mixtos de tres vias (Experimentos 2, 3y 4) y
cuatro vias (Experimento 1). Los factor entre-grupos fueron sexo (machos o hembras), dosis de
etanol al DP28 (Experimento 1: 0,0; 0,5 0 2,5 g/kg; Experimentos 2y 4: 0,0 o0 2,5 g/kg; Experimento
3: NT, 0,0 o 3,0 g/kg) e tiempo post-administracion en el Experimento 1 (temprano o tardio, 5-11
min o 30-36 min). Los minutos post-administracion de la droga (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7) constituyeron el

factor de medidas repetidas.

En el Experimento 2, los animales tratados con etanol al DP28 fueron divididos en grupos de
alta (AR) y baja (BR) respuesta locomotora empleando como criterio de separacion la mediana
general de actividad locomotora total (acumulada en los 7 min de evaluacion) para la poblacion de
referencia. La actividad locomotora entre las ratas AR, BR y las tratadas con agua se analizo
mediante ANOVA mixto de dos vias (factor entre-grupo: sexo, categorizacion [AR-BR]; factor intra-

grupo: minutos de la evaluacion)
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En los Experimentos 2 y 3 la expresion de aversion adquirida al sabor inducida por etanol fue
evaluada en funcion de la experiencia previa con etanol al DP28. En ambos experimentos la ingesta
de sacarina (ml1/100 g) durante el condicionamiento (DP31) y la evaluacion (DP33; Experimento 2) o
evaluaciones (DP33-34; Experimento 3) fue analizada separadamente utilizando ANOVAs 2 X 2 x 2
(tratamiento de etanol DP28: 0,0 0 2,5 g/kg; sexo: macho o hembra; tratamiento de etanol DP31: 0,0
0 2,5 g/kg; en el Experimento 2) y ANOVASs de 3 x 2 x 2 (tratamiento de etanol DP28: NT, 0,0 o
3,0g/kg; sexo: macho o hembra; tratamiento de etanol DP31: 0,0 o0 2,5 g/kg; en el Experimento 3). El
hallazgo de un consumo significativamente menor de sacarina en los animales tratados con etanol, en
comparacion a los tratados con agua, fue considerado como indicador de aversion al sabor mediada
por alcohol. Las sesiones de condicionamiento y evaluacién difirieron en la duracion (30 y 60 min,
respectivamente). La razon de ello fue evitar posibles efectos de inhibicion latente durante el

condicionamiento.

El condicionamiento apetitivo mediado por etanol se evalu6 mediante Condicionamiento de
Preferencia al Lugar (CPL). Este procedimiento registra la preferencia por una textura asociada a los
efectos del etanol, en relacién a una textura no asociada a la droga. En el Experimento 4 el CPL se
evalud en funcion de la experiencia previa con el etanol al DP28. Especificamente, se empled un
ANOVA mixto de 4 vias que consideré como factores entre-grupos a sexo (macho o hembra), dosis
de etanol al DP28 (0,0 o0 2,5 g/kg) y dosis de etanol durante sesiones de condicionamiento (0,0 0 1,0
a/kg,). El Experimento 5 emple6é un ANOVA mixto de dos vias en donde se tomé como factor entre-
grupo la condicion temporal en que se realizaron los apareamientos entre alcohol y el estimulo tactil
(apareado y no apareado). En ambos experimentos se considerd el tiempo pasado sobre cada textura
(papel de lija vs. goma EVA) como factor intra-sujeto.

Se utiliz6 un ANOVA mixto de tres vias para examinar los registros de consumo de agua
(ml/100 g) durante los dias en que los animales tenian acceso a agua y a soluciones variadas de
etanol (concentraciones: 3, 4, 5y 6% de las Fases 1 y 4 del protocolo de ingesta) [véase en detalle
Experimento 2].Como factores entre-grupos se consideraron sexo (macho o hembra), tratamiento al
DP28 (0,0 o 2,5 g/kg) y tratamiento al DP31 (0,0 o 2,5 g/kg); y como medidas repetidas se
consideraron los dias de evaluacion (sesiones 1, 2, 3, 4); y Fases (1y 4).

La ingesta de etanol involucrd el mismo procedimiento en ambas Fases 1 y 4 (3% v/v de
etanol el primer dia con un incremento diario de 1% v/v durante 4 dias). La ingesta y porcentaje de
preferencia de etanol durante ambas fases se hizo a partir de ANOVAs mixtos, donde sexo (macho-
hembra), tratamiento de etanol al DP28 (0,0 o 2,5 g/kg) y tratamiento de etanol al DP31 (0,0 0 2,5

g/kg) se consideraron como factores entre-grupos. Las Fases 1 y 4, y los dias de evaluacion
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(sesiones: 1, 2, 3y 4) se consideraron como medidas repetidas. El total de gramos por kilogramos de
etanol consumidos durante cada sesion diaria de la Fase 2 (acceso continuo y forzado a 3
concentraciones de etanol durante 4 dias) fue analizado a través de un ANOVA mixto (sexo X
tratamiento de etanol al DP28 x tratamiento de etanol al DP31 x sesion). La relacion entre la
actividad inducida por etanol al DP28 y la AAS o ingesta de etanol se analizd6 mediante ANOVAS
similares a los explicitados anteriormente, con la diferencia que el factor de tratamiento de etanol al
DP28 fue reemplazado por un factor entre-grupos con tres niveles de “caracterizacion o de sub-
poblaciones” [alta respuesta (AR), baja respuesta (BR) y controles tratados con vehiculo]. Las
correlaciones de Pearson (dos colas) se utilizaron ademas para determinar la relacion entre la
actividad al DP28, consumo de sacarina, Yy registro de la ingesta de etanol, excepto en aquellos que
casos en donde la exploracion de la distribucion indicara la presencia de valores extremos. Para este
caso se empled un coeficiente de correlacion de rangos de Spearman. Los niveles de etanol en
sangre -NES- (Experimento 2a) se analiz6 a partir de un ANOVA de dos vias. El sexo y
caracterizacion (AR, BR, controles tratados con agua) se consideraron como factores entre-grupo.
Para conocer la direccién de los efectos principales o interacciones encontradas mediante los
ANOVA: S se realizaron pruebas de post hoc de Fisher o comparaciones planeadas. Expresamente, se
utilizé Fisher siempre que los analisis de efectos principales simples o en la interacciones
comprendieran factores “entre”. Se utilizaron comparaciones planeadas ortogonales, en tanto, para
conocer la direccion de los efectos principales o interacciones significativas que involucraran
medidas repetidas. La razén para esta diferencia es que no existe un post-hoc que sea aceptado y que
maneje adecuadamente el error tipo | en interacciones entre factores entre y dentro (Winer et al.,
1991). En este contexto, las comparaciones planeadas ofrecen un compromiso adecuado entre
potencia y confiabilidad. Los valores de p < 0,05 fueron considerados como estadisticamente
significativos, excepto en el Experimento 11 en que se realizaron multiples correlaciones entre
variables comportamentales. En ese experimento se redujo el valor alfa mediante una variante del
procedimiento de Bonferroni. Esto es, el valor de alfa nominal (i.e., 0.05) fue dividido por la
cantidad de correlaciones realizadas en el set de datos. Las diferencias estadisticamente
significativas encontradas en las pruebas post hoc o las comparaciones planeadas fueron indicadas en
las figuras por medio signos y/o letras griegas (*, #, &, a, B 0 d) y se reportaron los valores de P (<
0,05; <0,01 o <0,001) provenientes de los efectos principales o interacciones encontradas mediante

los ANOVAS respectivos
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Experimento 1: Activacién Locomotora Inducida por el Etanol en Ratas Adolescentes

Introduccion

Como fuera mencionado previamente en la introduccion general, se ha sugerido que tanto la
activacion motora como los efectos reforzantes positivos de las drogas serian homélogos, puesto que
compartirian un mecanismo cerebral comun —la via dopaminérgica mesocorticolimbica- (Wise y
Bozarth, 1987). Se considera que estas drogas serian capaces de provocar la liberacion de DA por
una via directa entre el ATV y NACC (Bunney et al., 2000; Imperato y Di Chiara, 1986; Morzorati et
al., 2010); y paralelamente por una via indirecta, activando receptores opioides W e inhibiendo el
control que las interneuronas GABAGérgicas ejercen sobre ATV, permitiendo asi la excitacion de
neuronas dopaminérgicas (Xiao et al., 2007)

Al respecto, se ha observado que el etanol genera activacion motora en las ratas infantes
(Arias et al., 2008) y en los ratones, aunque no en las ratas adultas heterogéneas (Chuck et al., 2006).
En infantes, la dindmica temporal de la activacién locomotora inducida por la droga de abuso
coincide con la expresion de sus efectos recompensantes (Molina et al., 2007); y ambos fendmenos
pueden bloquearse por antagonismo opidceo (Arias et al., 2009c; Nizhnikov et al., 2009). Se

desconocia, sin embargo, la magnitud del efecto activador motor del alcohol durante la adolescencia.
Obijetivo Especifico

Analizar, en ratas adolescentes, los efectos estimulantes motores de dosis bajas y moderadas
de etanol (0,5 0 2,5 g/kg, respectivamente) durante la parte inicial de la curva de intoxicacion o en

momentos tardios de la misma.
Disefio Experimental

Se emple6 un disefio 3 (tratamiento de etanol al DP28: 0,0, 0,5 0 2,5 g/kg) x 2 (tiempo post-
administracion: inicial o tardio) x 2 (sexo: machos o hembras). Se emplearon un minimo de 6 y un

maximo de 7 animales por cada una de las 12 condiciones experimentales.
Procedimientos Especificos y Evaluacion:

Actividad Locomotora inducida por Etanol al DP28: Las ratas adolescentes eran pesadas en
una balanza (Ohaus L2000; Ohaus, Pine Brook, NJ), administradas con etanol (0,0, 0,5 0 2,5g/kg) y

evaluadas en sus patrones de locomocion y conductas de escalamiento o verticales en campo abierto
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(una caja de madera laminada con melanina negra opaca; 30 x 30 x 30 cm). Mas en detalle, luego de
la administracion los animales regresaban a sus cajas de alojamiento por 5 o 30 minutos hasta el
inicio de la evaluacién. Se filmé la actividad en los tiempos post-administracion 5-11 (temprano) o
30-36 min (tardio). Las dosis de etanol y los tiempos post-administracion fueron elegidos en funcion
de estudios previos (Arias et al., 2008). Las variables dependientes registradas fueron actividad
locomotora y escalamiento (“wall climbing”). Esta Ultima era registrada siempre que el animal se
sostenia sobre sus dos patas traseras y posaba sus patas delanteras en las paredes de la caja de
evaluacion. En tanto que actividad locomotora (s) era registrada siempre que el animal en
movimiento avanzaba hacia delante con sus patas delanteras y traseras al mismo tiempo.

La luz de la habitacion provenia de dos tubos fluorescentes posicionados en el centro del

techo a 250 cm sobre las cajas de evaluacion.

Resultados

La actividad motora y la conducta de escalamiento se muestran en la Figura 1 (izquierda y
derecha, respectivamente). La administracion de una dosis de 2,5 g/kg, pero no 0,5 g/kg de etanol
indujo significativamente mas locomocion que la inducida por el vehiculo (0,0 g/kg), durante la fase
temprana del proceso toxico (5-11 min), pero no durante la fase tardia. EI ANOVA para la actividad
locomotora indicé efectos principales significativos del tratamiento de etanol al DP28 (F,¢7 = 6,61;,
de tiempo post-administracion (F167 = 5,18; p <0,05) y los minutos de la evaluacion (Fg 40, = 79,70;
p <0.0001) y un efecto interactivo significativo entre tratamiento de etanol y ; (Fi2402 = 2,32; p
<0,01). Las comparaciones planeadas indicaron que durante el primer y segundo minuto de
evaluacion la dosis de 2,5 g/kg indujo mayor activacion motora que el grupo control (0,0 g/kg) y la
dosis de 0,5 g/kg de etanol durante la fase temprana del proceso téxico (5-11 min)

El ANOVA de la conducta de escalamiento indico efectos principales significativos de los
minutos de la evaluacion y de sexo (Fea402 = 11,89; F167 = 5,59; p <0,01 respectivamente). La
conducta de escalamiento fue mayor en las hembras que en los machos (21,99 + 2,88 y 13,85 + 1,74,
respectivamente) y en el transcurso de la evaluacion a nivel general se observd una disminucion
progresiva de esta conducta. Las medias y errores estandar minuto a minuto (5-11) fueron las
siguientes: 4,89 + 0,38; 3,54 + 0,37; 2,06 + 0,26; 2,03 £ 0.31; 2,19 + 0,50; 1,83 £ 0,39; 1,53 + 0,54.

El tratamiento con etanol altero significativamente la locomocion en tanto que no ejercid
efecto alguno sobre la conducta de escalamiento. Esta disociacion brinda apoyo al efecto especifico

de la droga para inducir activacion motora sin alterar otros comportamientos.
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Figura 1. Actividad locomotora y conducta de escalamiento (secciones izquierda y derecha, respectivamente) al DP28 en

ratas adolescentes hembras y machos en funcién del tratamiento con etanol (0,0 [vehiculo], 0,5 0 2,5 g/kg) vy el tiempo

post-administracion de evaluacién (5-11 o 30-36 min; temprano Yy tardio, respectivamente). Los datos fueron colapsados

por el factor de sexo. Los asteriscos (*) indican una diferencia significativa, en los minutos 5 y 6 de evaluacion, entre el

grupo de animales tratado con 2,5 g/kg y los grupos con 0,5 g/kg y 0,0g/kg (p <0,01). Las barras verticales indican

errores estandar de la media (EEM).
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Experimento 2: Una Dosis Moderada de Etanol Temprana en la Adolescencia (DP28) induce

Activacion Locomotora e incrementa la Ingesta Posterior mas tarde en la Adolescencia.
Introduccion

Se ha sugerido que el nivel de actividad espontdnea en un ambiente nuevo predice la auto-
administracion de drogas en roedores (Nadal et al., 2002). Asimismo, los animales pueden ser
clasificados como altos o bajo respondedores (AR y BR; respectivamente), en funcion de sus niveles
de exploracion del ambiente. Este procedimiento se ha empleado ampliamente en los animales
adultos (Klebaur y Bardo, 1999; Nadal et al., 2005) y en menor medida en los infantes (Arias et al.,
2009b). Estas subpoblaciones pueden diferir en la sensibilidad a los efectos motivacionales aversivos
(Arias et al., 2009b) y apetitivos (Nocjar et al., 1999) del etanol y el consumo de etanol (Cools y
Gingras, 1998; Nadal et al., 2002).

Como sugerimos previamente, la activacion motora inducida por etanol también podria
mantener relaciones con los efectos motivacionales apetitivos del alcohol (Pautassi et al., 2009).
Estos efectos estimulantes son observados rutinariamente en los ratones (Chuck et al., 2006), aunque
no tanto asi en las ratas (Cunningham et al., 1993). No obstante, Arias et al. (2008; 2009b)
observaron activacion motora en las ratas infantes no destetadas luego de una dosis alta (2,5 g/kg)
aunque no luego de una dosis baja (0,5 g/kg) de etanol. Aln no se habia reportado, mas alla de los
resultados indicados en Experimento 1, evidencia respecto de este efecto en ratas adolescentes, si
bien los ratones adolescentes parecen mas sensibles que sus pares adultos a estos efectos (Hefner y
Holmes, 2007; Quoilin et al., 2010; 2012; 2014; Stevenson et al., 2008)

Quizas mas importante, la naturaleza exacta de la relacion entre la sensibilidad motivacional
a los efectos del etanol, la busqueda y el consumo de alcohol menos conocida (Green y Grahame,
2008; Schramm-Sapyta et al., 2010).

En funcion de esto mismo en el Experimento 2 examinamos la relacion entre respuesta
motivacional al etanol y el consumo de esta droga en ratas adolescentes genéticamente heterogéneas.
Especificamente, los animales fueron examinados en la estimulacién inducida por etanol y en la
sensibilidad a los efectos aversivos de etanol mediante un procedimiento de aversion condicionada al
sabor (AAS). Posteriormente, fueron evaluados en un protocolo de ingesta de 16 dias de duracion.
Esta modalidad responde a un disefio intra-sujeto, en el cual los animales son evaluados en forma
secuencial en un conjunto de medidas que reflejen sensibilidad heddnica al etanol y consumo de la

droga. EIl disefio involucra grupos experimentales y controles (tratados con etanol y vehiculo;
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respectivamente) en cada una de las fases, o que permite arribar a las pruebas de ingesta de alcohol
con animales expuestos una, dos 0 ninguna vez a la droga. Esto, a su vez, permite evaluar la relacion
entre exposicion (i.e., “inicio”) temprana al alcohol y la facilitacion del consumo posterior (deWit et
al., 2000)

La hipdtesis era que la iniciacion en el alcohol durante la adolescencia temprana aumentaria
el consumo posterior de etanol, que los adolescentes exhibirian activacion motora inducida por
etanol (como observaramos previamente en el Experimento 1), y que aquellos animales mas
sensibles a los efectos estimulantes motores mostrarian una mayor proclividad al consumo voluntario

de la droga.
Obijetivo Especifico

Evaluar la asociacion entre diferentes mediadas de sensibilidad motivacional hacia el etanol,

asi como analizar la relacion entre estas variables y el consumo de alcohol durante la adolescencia.
Disefio Experimental

Se emple6 un disefio factorial 2 (sexo: macho o hembra) x 2 (tratamiento con etanol al
DP28: 0,0 0 2,5 g/kg) x 2 (tratamiento con etanol al DP31: 0,0 o0 2,5 g/kg). Cada uno de los 8 grupos
finales tenia un minimo de 6 y un maximo de 9 animales. Al DP28 los animales fueron evaluados en
su locomocidon 5 a 11 min después que recibieran una dosis de etanol o vehiculo. La dosis y el
tiempo post-administracion de evaluacion empleadas son aquellos que indujeron activacién motora
en el Experimento 1. EI DP31 los animales experimentaron la asociacion entre los efectos del etanol
(2,5 g/kg) vy la ingesta voluntaria de una solucion de sacarina (0,1%). Finalmente, los animales fueron
evaluados en consumo del etanol en un protocolo de ingesta durante 16 dias (véase mas adelante en

procedimientos especificos).

Procedimientos Especificos de Entrenamiento y Evaluacion

Actividad motora inducida por Etanol al DP28. Similar a como se describiera en el

Experimento 1, las ratas adolescentes eran administradas con etanol (0,0 o 2,5 g/kg), durante el
tiempo post-administracion 5-11 min, y evaluadas en locomocion y conductas vertical (escalamiento)

en un campo abierto.

AAS inducida por Etanol. Se siguié un procedimiento de 5 cinco dias de duracion, descripto

por Anderson et al. (2008) y Varlinskaya y Spear (2008). En el Dia 1 (DP29) los animales eran

alojados individualmente en cajas (30 x 20 x 22,5 cm) y tenian libre acceso a comida y agua en tubos
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de vidrio graduados (25 ml). Veinticuatro horas mas tarde (DP30) se reemplazaba el tubo de agua
por uno que contuviera el 50% del liquido consumido el dia anterior y se les proveia comida ad-
libitum. En el Dia 3 (DP31, condicionamiento) los animales tenian acceso a una solucién de sacarina
(0,1% p/v; Parker Davis, Buenos Aires, Argentina) durante 30 min, inmediatamente después recibian
una administracion de etanol (0,0 o 2,5 g/kg). Durante el resto de ese dia tenian nuevamente acceso
ad-libitum de agua y comida. En el Dia 4 (DP32) se reemplazaba nuevamente el tubo de agua por
uno que contuviera el 50% del liquido consumido el dia anterior y se les proveia comida ad-libitum.
En la evaluacion (Dia 5, DP33) se retiraba el tubo de vidrio y se reemplazaba por uno que contuviera
una solucion de sacarina 0.1% durante 60 minutos. Las evaluaciones se realizaron siempre con los
sujetos libres de droga (i.e., sobrios). En cada dia experimental los animales eran pesados antes de
comenzar con las actividades. Asimismo se registro el consumo de la solucion de sacarina los DPs 31
y 33, para ello se consideraron los mililitros por 100 gramos de peso corporal (ml/100 g)

Protocolo de Ingesta de Etanol. Todos los animales fueron luego evaluados en ingesta de

etanol mediante por 16 dias (DPs 35-50). La prueba constaba de cuatro fases. Fase 1: involucraba
pruebas de dos vias (etanol vs. agua) de 120 minutos. Fase 2: implicaba acceso a soluciones de
etanol como Unica opcidn durante 24 hs, por cuatro dias consecutivos. Fase 3: se quitaba el acceso al
etanol y los animales tenian acceso ad-libitum a agua. En la Fase 4 se repetia los procedimientos de
la Fase 1. El protocolo fue disefiado para registrar la ingesta de etanol bajo diferentes condiciones
experimentales, tanto en pruebas de doble acceso con disponibilidad de agua como bajo condiciones
de acceso forzado (i.e., sin opcién de consumo de otro fluido) y, quizds mas importante, luego de un
periodo de privacion de acceso al etanol. La Fase 1 y 4 del protocolo se disefio en base a estudios
previos de pruebas de dos vias conducidos en nuestro laboratorio (Pepino et al., 2004; Ponce et al.,
2004; 2008), los cuales resultaron Utiles para detectar efectos de exposicion temprana a los efectos
del etanol. A su vez, el protocolo incorporé elementos del modelo de “efecto de privacion de
alcohol” (conocido como ADE por sus siglas en inglés). EI ADE es un modelo de auto-
administracion de alcohol con fases repetidas de acceso y privacion de alcohol. Por ejemplo, en
Spanagel y Holter (1999) el procedimiento involucré 8 semanas de acceso continuo a soluciones
variables de etanol (5, 10, 20%; v/v), seguido por un periodo de privacion y re-acceso al
psicotrdpico. Este procedimiento derivo en un aumento, temporal pero pronunciado, del consumo y
preferencia por la droga. A su vez, los animales comenzaron a preferir las concentraciones mas altas
y a consumir en la fase diurna del ciclo luz-oscuridad, cuando normalmente los animales estan
mayormente inactivos (Spanagel, 2000). Generalmente, el ADE requiere de periodos extensos de

tiempo, de seis a mas meses. Sin embargo, Bell et al. (2008) después de emplear una versién

49



Seccion |

abreviada del modelo observaron ADE en ratas seleccionadas por su alto consumo de alcohol
(HAD). En el presente experimento se combinaron ambos elementos, es decir, la prueba de dos vias
y una version reducida de ADE. Una diferencia entre el ADE y nuestro estudio fueron las
concentraciones de etanol utilizadas. Cuando en el trabajo de Bell et al. (2008) se utilizaron
concentraciones de 10 a 30% v/v aqui, en cambio, los animales tuvieron acceso a un abanico de
concentraciones que oscilaron entre 3 y 6% v/v de etanol. EI motivo del cambio subyacia en que la
cepa de ratas Wistar, en términos generales, consumen menos etanol y prefieren concentraciones de
la droga mas bajas en relacion a otras cepas o a animales genéticamente seleccionados. Para cada
fase las variables dependientes bajo andlisis fueron la ingesta de etanol (g/kg) y el porcentaje de

preferencia [(consumo de etanol/ingesta total de liquidos) x 100].

Mas en detenimiento el protocolo implicaba:

Fase 1 DPs 35-38: Prueba de dos vias de 120 minutos (agua vs. concentraciones
crecientes de etanol) Los animales tenian acceso diario a dos tubos graduado de 25 ml; uno
contenia agua y otro una solucion determinada de etanol (3% v/v el primer dia con un
incremento de 1% v/v diario hasta alcanzar 6%) durante 120 minutos. Cada sesion era
precedida por un periodo de 22 hs de privacion de liquido. La presentacion de los tubos se
contrabalanceaban cada dia para evitar preferencias por lugar y previo inicio de cada sesion los
animales eran pesados. Una vez finalizada la evaluacion los animales regresaban con su par en
las cajas de alojamiento hasta el dia siguiente.

Fase 2 DPs 39-42: Acceso continuo y forzado a concentraciones multiples de etanol.
Inmediatamente posterior a la prueba en el Gltimo dia de la Fase 1, los animales eran pesados y
alojados individualmente en cajas de alojamiento con acceso continuo (durante las 24 hs) y
concurrente a concentraciones multiples de etanol (3, 4 y 5% v/v) y a comida ad libitum
durante los siguientes cuatro dias. Todos dias los animales eran pesados y se registraba el
volumen consumido total de cada tubo. Luego, se agregaba comida y se reemplazaban los tubos
por otros llenos. Esta modalidad de presentacién de varias concentraciones, en animales
adultos, promueve usualmente mayor ingesta de etanol y favorece el incremento de la ingesta
de la droga, que se encuentra generalmente luego de un periodo de privacion de la misma
(Rodd-Henricks et al., 2002).

Fase 3 DPs 43-46: Privacion de Etanol. Los adolescentes se re-alojaban junto a sus
pares en cajas de alojamiento estandar con acceso ad-libitum a agua y comida. Durante cuatro

dias permanecian en esas condiciones. Esta fase se consideré como una fase de privacion de

50



Seccion |

etanol y fue incorporada para evaluar si tal condicién facilitaria un consumo mayor de etanol en
la fase siguiente.

Fase 4 DPs 47-50: se repitieron los procedimientos empleados para la Fase 1.

Resultados

Peso Corporal. EI ANOVA correspondiente indicd que, como se esperaba, los pesos fueron
incrementandose con el transcurso de los dias; y que los machos tuvieron pesos significativamente
mayores a las hembras (efectos principales de sexo y dias de evaluacion; Fis; = 77,28, Fio612 =
813,55, respectivamente; p <0,001). El tratamiento con etanol al DP28 y DP31 no alteraron los
patrones de los resultados. El peso corporal no fue significativamente diferente entre los adolescentes
clasificados como AR o BR en términos de la actividad motora inducida por etanol (Tabla 1).

Tabla 1: Peso Corporal de las ratas adolescentes durante Experimento 2.

DP28 DP 30 DP 37 DP 38 DP 39 DP 40 DP 41
Hembras 69,7+0,9 69,3+12 84,0+14 808+14 793+12 785+12 96,6 +2,0
Machos 772+12 774+14 933+14 896+14 882+13 875+13 107,0+1,8

DP 42 DP 43 DP 44 DP 49 DP 50 DP 51 DP 52

Hembras 98,8 +2,0 1059+2,1 107,3+1,8 1124+18 109,5+1,7 104,7+4,5 1085+1,9

Machos 111,2+1,8 1175+18 120,7+2,0 132,4+£27 129,9+27 127,3+3,3 1289+2,7

Peso corporal (g) de las ratas adolescentes machos y hembras durante el Experimento 2. Los animales eran evaluados
en locomocién inducida por etanol (DP28), entrenados en aversion adquirida al sabor AAS (DP31-33), y sujetos a una
prueba de ingesta de 16 dias (DP37-52). Los valores estan expresados en media + EEM.

Actividad motora inducida por Etanol al DP28. La locomocién y conducta vertical

(escalamiento) se muestran en la Figura 2 “a y b” respectivamente. La administracion de etanol
indujo significativamente mas locomocion que la observada en aquellos animales tratados con
vehiculo. La conducta vertical mostrd una disminucion progresiva en el transcurso de la evaluacion.
El ANOVA para la locomocion indico efectos principales significativos del tratamiento de etanol y
el tiempo post-administracion (min) considerados, y un efecto interactivo significativo entre ambos
factores (F151 = 38,88, Fga30 = 43,13, Fea30 = 9,01, respectivamente; p <0,001). Las comparaciones
planeadas indicaron diferencias significativas entre los grupos de animales tratados con etanol y los
tratados con agua durante el tiempo post-administracion (5, 6, 7 y 8 min). EI ANOVA de la conducta
vertical sélo indico un efecto principal significativo de los minutos de la evaluacion (Fs 330 = 8,54; p

<0,001). En ningun caso la locomocion o la conducta vertical se vieron afectadas en funcién del
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sexo. Como se describiera anteriormente el grupo de animales tratados con etanol fue dividido en dos
grupos AR y BR tomando como criterio de separacion la mediana general de actividad motora total
(acumulada en los 7 minutos de evaluacion) para la poblacién de referencia (tratados con etanol). El
ANOVA de una via indic6 una diferencia significativa entre los grupos (F,ss = 77,18, p <0,0001) y
un efecto interactivo entre grupos y los minutos de evaluacion (Fi2330 = 5,37, p <0,0001). El perfil de
la locomocion durante los minutos de la evaluacion de los animales tratados con etanol AR y BR vs

los tratados con agua se representan en la Figura 2, “c”.
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Figura 2. Panel Superior: [(a) locomocion y (b) conducta vertical, secciones izquierda y derecha, respectivamente] en
ratas adolescentes hembras y machos en funcion del tratamiento con etanol al DP28 (0,0 o 2,5 g/kg) durante el tiempo
post-administracién 5-11 min. Panel Inferior (c): Las ratas tratadas con etanol fueron divididas en altos y bajos
respondedores (AR y BR, respectivamente) empleando como criterio de separacion la mediana general de actividad
locomotora total (acumulada en los 7 minutos de evaluacidn) para la poblacion de referencia. Los datos fueron
colapsados por sexo (macho o hembra). El factor sexo no ejercié efecto significativo principal ni interactivo con las
variables restantes. Los asteriscos (*) indican una diferencia estadisticamente significativa en los minutos 5, 6, 7, 8, 9 y
11 de evaluacidn entre el grupo tratado con 0,0 g/kg y 2,5 g/kg (panel a; p <0,001); y entre el grupo tratado con agua y el
grupo alto-respondedor (panel c; p <0,001). La letra alfa (o) indica una diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo tratado con agua y el grupo bajo-respondedor en los minutos 5, 6 y 8 de la evaluacion (p <0,001). Los numerales
(#) indican una diferencia estadisticamente significativa (p <0,001) entre los grupos tratados con etanol (alto- y los bajo-

respondedores [AR y BR]) en todos los minutos de evaluacion. Las barras verticales indican el error estandar de la media
(EEM).
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AAS mediada por el Etanol al DP33. EI ANOVA para la ingesta de sacarina durante la

sesion de condicionamiento indicé ausencia de diferencias basales en el consumo de la solucion en
funcién del sexo o la experiencia previa con etanol al DP28. La ingesta de sacarina fue
significativamente menor en los animales que recibieron el apareamiento entre etanol y sacarina; que
en los animales tratados con vehiculo (Fy5; = 11,29; p <0,001). Esto indica que el etanol indujo AAS.
El ANOVA no indicé un efecto principal significativo de sexo o del tratamiento con etanol al DP28
ni tampoco estos factores participaron de interacciones significativas. Es decir, la respuesta
condicionada no mostr6 diferencias significativas entre los machos y las hembras, y entre los
animales con o sin iniciacion con etanol al DP28. Mas aun, el ANOVA indic6 que los sujetos AR y
BR exhibieron patrones similares del consumo de sacarina en el entrenamiento y en la prueba. La
Figura 3 representa la ingesta de sacarina en el entrenamiento y en la prueba en funcion de
tratamiento con etanol al DP28 y DP31. Los indices de correlacion de Pearson conducidos en la
muestra general de animales, asi como para cada sub-grupo de AR y BR mostrd ausencia de

asociacion entre la actividad locomotora al DP28 y el consumo de sacarina al DP33.

54



Seccion |

Tratamiento durante el Condicionamiento
10 ~
I Agua 0.0 g/kg
[ Etanol 2,5 g/kg

Consumo de Sacarina (ml/100 g)

Condiciorllamiento Evalluacién Condiciolnamiento Evallllacidn
Fase de Entrenamiento Fase de Entrenamiento
Tratamiento Inicial al DP28: 0,0 g/kg Tratamiento Inicial al DP28: 2,5 g/kg

Figura 3. Consumo de Sacarina (ml/100g) durante la sesion de condicionamiento (30 min) y la evaluacién (60 min) en
ratas adolescentes hembras y machos en funcién del tratamiento con etanol durante la iniciacion al DP28 y durante el
condicionamiento (DP31). Al DP28 la ratas eran tratadas con etanol (2,5 g/kg) o vehiculo (0,0 g/kg). Durante el
condicionamiento, el consumo de sacarina era asociado a una administracion de etanol i.g. (2,5 g/kg) o vehiculo (0,0
a/kg). El tiempo de la sesion de condicionamiento y la evaluacion fue de 30 y 60 minutos, respectivamente. Los datos
fueron colapsados por sexo (macho o hembra). El sexo no ejercié efecto significativo ni interactivo con las variables
restantes. El consumo de sacarina fue significativamente menor en el grupo tratado con etanol que en el grupo tratado con
vehiculo durante el AAS independientemente del tratamiento inicial al DP28 (p <0,001). Las barras verticales indican el

error estandar de la media (EEM).
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Protocolo de Ingesta desde DP35 a DP50.

Consumo de Agua. El consumo de agua durante las Fases 1 y 4 del protocolo no se vio
afectado por los tratamientos con etanol. EI ANOVA revelé que las hembras consumieron
significativamente més agua que los machos, aunque so6lo durante la primera fase (un efecto principal
significativo sexo y una interaccion significativa del sexo y la fase (Fis1 = 4,23, F1s = 4,65,
respectivamente; p <0,05). El consumo general de agua fue mayor en el ultimo dia de ingesta (sesion
4) de cada Fase [1 Yy 4] (Fs153 = 25,75; p <0,001). Asimismo, el consumo de agua fue mayor en la
Fase 4 que en la Fase 1 (F151 = 24,57; p <0,001), y este incremento fue mayor particularmente en las
sesiones 2 y 4 (una interaccion significativa de fase y dia; Fs3153 = 6,19, p <0,001). La Tabla 2
presenta la informacion sobre la ingesta de agua de los machos y hembras en el transcurso de las

sesiones de ingesta de las Fases 1 y 4

Tabla 2. Consumo de agua (ml/100 g) en ratas adolescentes machos y hembras durante las Fases 1y 4 del

protocolo de ingesta (Experimento 2).

Consumo de agua (ml/100 g) de las hembras y los machos durante las Fases 1y 4 del protocolo de ingesta. Cada sesion de ingesta duraba
2h. Los animales tenian acceso a agua de pico y solucion de etanol. Los valores se expresan en mediatEEM.

FASE 1 FASE 4
Sesion 1 Sesién 2 Sesion 3 Sesion 4 Sesién 1 Sesién 2 Sesion 3 Sesién 4
(DP37) (DP38) (DP39) (DP40) (DP49) (DP50) (DP51) (DP52)

Hembras 595+0,51 732+050 713+0,41 842+0,15 515+0,33 553+030 645+029 6,10+ 0,30
Machos 485+041 6,32+045 654+031 7,52+0,27 5,18 +0,30 575+0,15 5,70+0,18 6,16 £ 0,30

Ingesta de Etanol durante las Fases 1y 4 (DPs 35-38 y DPs 47-50, respectivamente). La
Figura 4 representa la ingesta de etanol (g/kg y porcentaje de preferencia) durante las Fases 1 y 4.
Durante la Fase 1, los animales mostraron una disminucién progresiva en la ingesta de etanol a lo
largo de los dias de evaluacion. Este efecto no se observo durante la Fase 4, en donde la ingesta de
etanol o bien se incrementd (g/kg) o bien se mantuvo estable (porcentaje de preferencia).

El tratamiento con etanol al DP28 (i.e., “iniciacion”) parecio afectar la ingesta de etanol. Si
bien tanto los animales tratados con etanol como los tratados con agua consumieron el mismo monto
de etanol durante la Fase 1, los animales iniciados con etanol al DP28 exhibieron mayor ingesta de
etanol durante la Fase 4, especificamente, cuando tuvieron acceso a 6% de etanol. Los ANOVAs
indicaron que el tratamiento con etanol al DP31 (durante la AAS) y el sexo no afectaron
significativamente la ingesta de etanol. EI ANOVA de gramos por kilogramos indicé que las

interacciones entre los factores Fase x Dia, Fase x Iniciacion DP28 y Dia x Iniciacion DP28 fueron
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significativas (F3 153 = 4,40; F151 = 5,03; F3153 = 2,85, respectivamente; p <0,05). EI ANOVA para el
porcentaje de preferencia reveld que las interacciones entre Fase x Dia y Fase X Iniciacion al DP28
lograron significancia (Fs1s3 = 4,32, F151 = 5,48, respectivamente; p <0,05). Para ambas variables
dependientes, las comparaciones de a pares indicaron a su vez que la ingesta de etanol durante la
Fase 1 disminuyo significativamente desde el Dia 1 (cuando se ofrecia a los animales 3% de etanol)
al Dia 4 (6% de etanol). Las comparaciones por pares también indicaron el incremento significativo
durante la Fase 4. Pruebas Post Hoc confirmaron que la ingesta de etanol aumento significativamente
desde la Fase 1 a la Fase 4 en los animales que fueran iniciados al DP28 con etanol, pero no en los
que recibieron vehiculo. Ademas, revelaron que el promedio de consumo de etanol al 6% fue mayor

en los animales iniciados que en los tratados con vehiculo al DP28.
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Figura 4. Ingesta de etanol (g/kg y porcentaje de preferencia, paneles izquierdos superior e inferior, respectivamente) en
ratas adolescentes hembras y machos durante las Fases 1 y 4 del protocolo de ingesta, en funcién del tratamiento recibido
durante la iniciacion al DP28. Cada fase estuvo compuesta por cuatro sesiones diarias de ingesta de 120 minutos. En cada
sesion los animales tenian acceso a agua y a una solucion determinada de etanol (3% v/v la primera sesién, con un
incremento de 1% v/v en cada sesion hasta alcanzar 6%). La iniciacién ocurria el DP28 y consistia en una administracion
i.g. de etanol (2,5 g/kg) o vehiculo (0,0 g/kg). Luego, durante los DPs 35-50, los animales eran expuestos a un
procedimiento de evaluacion de ingesta de alcohol de cuatro fases. El grafico representa la ingesta de etanol durante la
Fase 1 y la Fase 4. La figura de barras a la derecha superior representa el promedio de consumo absoluto de etanol
durante ambas fases (1 y 4). La figura de barras a la derecha inferior representa el promedio de preferencia de etanol en
ratas adolescentes durante las Fases 1 y 4 del protocolo de ingesta en funcidn de la sensibilidad hacia el tratamiento de
etanol en la iniciacion al DP28. Los datos fueron colapsados por el factor sexo (macho o hembra) y por el factor
tratamiento con etanol al DP31 (2,5 o0 0,0 g/kg). Los asteriscos (*) indican que el promedio de consumo de etanol al 6%
(sesion 4) fue significativamente mayor en los animales iniciados con 2,5 g/kg que en los tratados con vehiculo al DP28
(p <0,05). Los numerales (#) indican un aumento estadisticamente significativo en el consumo y preferencia de etanol de
la Fase 1 a la Fase 4, en los animales que fueran iniciados con etanol al DP28 (ps <0,05). Los efectos significativos
restantes se encuentran detallados en el apartado de resultados. Las barras verticales indican el error estandar de la media
(EEM).
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Ingesta de Etanol durante la Fase 2 (acceso forzado al etanol 24hs, DP39-42). EIl ANOVA
indico efectos principales significativos de sexo (Fis; = 3,86, p <0,05) y dias (Fs1s3 = 23,52, p
<0,001), y también una interaccion significativa entre dias y tratamiento con etanol al DP28 (F3 153 =
3,90, p <0,05). El tratamiento con etanol al DP31 (sesion de condicionamiento de AAS) no afectd
significativamente los valores registrados de la ingesta. La Figura 5 representa los valores de la
ingesta en los machos y hembra adolescentes iniciados o no con etanol al DP28. La iniciacion
implica el tratamiento con etanol al DP28. De acuerdo con las comparaciones planeadas, la ingesta
de etanol durante el ultimo ciclo de 24 hs fue significativamente menor que la ingesta en cualquier
otro dia. Las comparaciones de a pares indicaron que las hembras consumieron significativamente
méas etanol que los machos y, quizas aun mas importante, el consumo inicial del etanol fue
significativamente mayor en los adolescentes iniciados que en los animales que recibieran vehiculo.
Especificamente, el tratamiento producto de la administracion de etanol al DP28 aumento
significativamente el total de gramos por kilogramos de etanol consumidos durante las primeras 24
hs del ciclo de la Fase 2. Aungue este efecto parecia ser mayor en las hembras respecto de los
machos, la triple interaccion entre sexo X sesiones de ingesta x iniciacion al etanol al DP28 no

alcanzé significacion estadistica.
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Figura 5. Ingesta de Etanol (g/kg) en ratas adolescentes hembras y machos durante la Fase 2 del protocolo de ingesta en

funcion de las sesiones de ingesta (1, 2, 3 y 4) y el tratamiento con etanol durante la iniciacién al DP28 (izquierda y
derecha, respectivamente). La iniciacion al DP28 consistia en una administracion de etanol (2,5 g/kg) o vehiculo (0,0
g/kg). Durante los DPs 35-50, los animales eran expuestos a un procedimiento de cuatro fases en la que se registraba la
ingesta de etanol. La figura representa la ingesta de etanol durante la Fase 2 donde los animales tenian acceso continuo y
simultaneo concentraciones variadas de etanol (3, 4 y 5%) durante 4 dias como Unico fluido disponible durante las 24 hs.
Los datos fueron colapsados por el factor de tratamiento con etanol al DP31. ElI numeral (#) indica una diferencia
significativa entre el grupo de animales iniciados y los tratados con vehiculo, especificamente en las primeras 24 hs

(sesion 1) de la prueba de ingesta (p <0,05). Las barras verticales indican el error estandar de la media (EEM).
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Ingesta de Etanol en funcidn de la alta o baja sensibilidad hacia la activacion motora
inducida por el etanol durante la iniciacion al DP28. Los ANOVAs para la ingesta de etanol y
porcentaje de preferencia durante la Fase 1 y Fase 4 del protocolo de ingesta indicaron que los AR
consumieron mas de la solucion al 6% de etanol (i.e., g/kg el Dia 4 de cada fase) que los BR o que
los animales no iniciados (F,s5 = 5,01; F,55 = 3,58; respectivamente; p <0,05). La media de la
ingesta de 6% de etanol (g/kg) a través de las Fase 1 y 4 en los AR, BR y en los tratados con
vehiculo al DP28 (no iniciados) se presentan en la Figura 6a. EIl ANOVA de gramos por kilogramos
consumidos durante la Fase 2 [factores entre-grupos: sexo, tratamiento con etanol al DP31 (AAS), y
la asignacion a subgrupos AR y BR; factores intra-grupos: ingesta de etanol en los DPs 39-42] arrojo
una interaccion significativa entre asignacion a subgrupos x dias (Fg 141 = 3,52, p <0,05), asi como
una interaccion cuadruple entre asignacion a subgrupos x dias de registro de ingesta y el tratamiento
con etanol al DP31 y sexo (Fe 141 = 2,98, p <0,01). Para un mejor analisis e interpretacion de la
interaccion, se realizaron ANOVAs individuales (factores entre-grupos: asignacion a subgrupos y
tratamiento con etanol al DP31; factores intra-grupos: ingesta de etanol al DPs 39-42) para cada
sexo. En los machos, Unicamente se observo un efecto principal de sesiones de ingesta (Fsg7 = 11,32,
p <0,001). Los machos, iniciados y no iniciados, consumieron gradualmente menos etanol a medida
que la fase avanzaba. En las hembras, el ANOVA indicé efectos principales significativos del factor
intra-grupo (sesiones de ingesta) y del factor “asignacion a subgrupos” (Fsss = 5,65, Fosq = 4,44,
respectivamente; p <0,05). La interaccion entre estos dos factores también alcanzé significancia
estadistica (Fes4 = 2,88, p <0,05). Las comparaciones por pares subsiguientes indicaron que durante
las primeras 24 hs del ciclo de esta fase, las hembras AR consumieron significativamente mas etanol
que cualquier otro grupo. Esto resultados se presentan en la Figura 6. Los adolescentes BR y los
controles tratados con vehiculo no mostraron diferencias entre si.. El indice de correlaciéon de
Pearson no mostré asociacion significativa entre el consumo de sacarina durante la evaluacién de
AAS vy los valores de ingesta de etanol. Estas correlaciones se realizaron tanto para la muestra total

de sujetos como para cada grupo definido por la combinacién de tratamientos al DP28 y DP31.

60



Seccion |

'7 -
a) G
i3
0,6 1
E}
-@ 0,5 4
]
g 04
: [
2
<=
E 0,3
g T
w
g 0.2 H
S o
0,1
0,0 T T
Agua Etanol (BR)  Etanol (AR)
b)
%
10 Hembras Machos 10
=
5 9 S
& s B
2 ] g
= 7 L7 2
g e
CECE L6
& .
o 5 L 5 g
= 2
S 44 L4 =
£ )
Z 3- L3 =
g —O— Agua us
O 21 —e— Etanol (bajo-respondedor) L2 &
—w— Etanol (alto-respondedor) B,
1 4 L1
0 ; ; : ; ; ; ; —L 0
1 2 3 4 1 2 3 4

Sesiones de Ingesta

Figura 6. Panel (a): representa el promedio de consumo de la concentracién de etanol al 6% de las fases 1 y 4 en los
grupos de animales AR, BR y en el tratado con agua al DP28. Al DP28 los animales recibian una administracion de
etanol (2,5 g/kg) o vehiculo (0,0 g/kg). Los adolescentes tratados con etanol luego eran divididos en dos grupos como
altos- y bajos-respondedores (AR y BR) empleando como criterio de separacion la mediana general de actividad
locomotora total (acumulada en los 7 min de evaluacién). En las fases 1 y 4 los animales tenian acceso a agua y a una
solucién determinada de etanol (3% v/v la primera sesion, con un incremento de 1% v/v en cada sesion hasta alcanzar
6%) durante 120 minutos. Panel (b): representa la ingesta de etanol (g/kg) en ratas adolescentes hembras y machos
durante la Fase 2 del protocolo de ingesta en funcién de las sesiones de ingesta (1, 2, 3y 4) y la sensibilidad a los efectos
estimulantes motores del etanol durante la iniciacion a la droga al DP28 (AR, BR o grupo tratado con agua). Los
animales tenian acceso continuo y simultaneo concentraciones variadas de etanol (3, 4 y 5%) durante 4 dias como Unico
fluido disponible durante las 24 hs. Los datos fueron colapsados por el factor de tratamiento con etanol al DP31. El
asterisco (*) indica una diferencia significativa entre las hembras AR que consumieron mas etanol durante las primeras
24 hs (sesion 1), y las hembras BR y el grupo de hembras tratado con agua (p <0,05). EI numeral (#) indica una
diferencia significativa entre el grupo AR y el grupo BR y el tratado con agua (p <0,05). Las barras verticales representan
los EEM.
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Experimento 2a: Niveles de Etanol en Sangre (NES) en Ratas Adolescentes al DP28.
Introduccion

Las diferencias observadas en la actividad locomotora de los animales AR y BR podrian
deberse a diferencias en el metabolismo del etanol (Walker y Ehlers, 2009). El propdésito del
experimento fue analizar los NES en ratas adolescentes machos y hembras como AR o BR en

términos de actividad locomotora inducida por etanol.
Disefio Experimental

Se utilizé un disefio factorial 2 (sexo: machos o hembras) x 2 (subgrupos: AR o BR). Se
utilizaron 4 grupos finales. Se emplearon 6 animales por cada condicion experimental. Al DP28 los
animales fueron evaluados en su locomocion luego que recibieran una dosis de etanol 2,5 g/kg (i.g.)
en el tiempo de post-administracion 5-11 min. Al minuto 13 post-administracion se tomaron

muestras de sangre de los mismos.
Procedimientos Especificos de Condicionamiento y Evaluacién

Los animales eran manipulados dos veces en el dia por un periodo de 2 minutos (DPs 25—
27). Al DP28, recibian una administracion (i.g.) de una dosis de etanol de 2,5 g/kg y eran evaluados
en campo abierto en términos de locomocion inducida por etanol, (i.e., como en el Experimento 2).
Las muestras de sangre se obtuvieron del tronco, al minuto 13 post-administracion, mediante tubos
de polipropileno (Eppendorf). Los mismos se guardaban a -70° C y las mediciones se llevaron a cabo
por medio de un cromatografo de fase gaseosa (Hewlett Packard 5892 Series Il - Gas
Cromathograph). Los NES se expresaron como miligramos por decilitro de fluido corporal (mg/dl =
mg%).

Resultados

Los animales fueron dividido y asignados a dos grupos: AR y BR, como se describiera en el
experimento previo. El etanol indujo significativamente mayor locomocion en los AR que en los BR
(F124 = 53,65, p <.0001). Las medias y errores estandar de los AR y BR fueron 42,22 + 2,52 y 16,11
+ 2,52, respectivamente. Similar al Experimento 2, los AR y BR no mostraron diferencias en la
conducta vertical. El factor sexo tampoco mostré efecto principal o interaccién significativa con el
factor sub-poblaciones. EI ANOVA de dos vias entre-grupo para NES indicé ausencia de efectos

principales o interacciones significativas. Las medias y errores estandar para los AR y BR fueron las
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siguientes: 144,20 £+ 14,91 mg% y 135,20 + 14,97 mg%,; y 122,05 + 12,39 mg% y 108,16 *+ 16,18
mg%; para machos y hembras, respectivamente. Bajo estas condiciones, los NES en el tiempo de

post-administracion considerado parece ser similar en ambos grupos (AR y BR).
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Experimento 3: Relacion entre Aversion Adquirida al Sabor y Actividad Locomotora espontanea o

inducida por una Dosis elevada de Etanol en Ratas Adolescentes:
Introduccion

En este experimento se replica y se amplia informacién sobre lo realizado en el Experimento
2. Especificamente, el presente experimento incorporé un grupo experimental adicional para los
procedimientos de caracterizacion de actividad motora, el cual no sufre manipulacion experimental
previamente a la evaluacion motora. Diversos estudios (e.g., Arias et al., 2009b; Nadal et al., 2005)
indican que la actividad espontanea, medida en campo abierto, puede ser un predictor de la futura
reactividad motivacional al alcohol o de su ingesta. A su vez, con el fin de analizar mas en detalle el
espectro de dosis de etanol que indujeran activacién motora, se incorpord una dosis (3,0 g/kg) medio
gramo mayor a la dosis que empleamos anteriormente (2,5 g/kg). Por otro lado, el estudio previo
(Experimento 2) observamos una tendencia leve, no significativa, de una interaccion entre el
tratamiento con etanol al DP28 y el tratamiento durante el condicionamiento al DP31 (p =.60), en el
sentido que la pre-exposicion a la droga (durante la iniciacién al DP28) atenuaba la expresion del
aprendizaje aversivo el DP31. En otras palabras la exposicion a la droga previa en ese dia (DP28)
bloqueaba los atributos aversivos del etanol durante el condicionamiento de aversion (DP31). La
hipdtesis de este experimento era que el supuesto efecto de pre-exposicion cobraria mayor fortaleza

si incrementabamos la dosis de alcohol administrada el DP28.
Disefio Experimental

Se empled un disefio factorial 2 (sexo: macho o hembra) x 3 (tratamiento con etanol al DP28:
3,0; 0,0 g/lkg o grupo no tratado “NT”) x 2 (tratamiento con etanol al DP31: 2,5 o 0,0 g/kg). Los 12
grupos finales emplearon un minimo de 5 y un maximo de 7 animales. Al DP28 los animales fueron
evaluados en actividad motora espontanea en campo abierto, o0 en actividad motora inducida por
etanol o vehiculo, durante los minutos post-administracion 5 a 11. Posteriormente, estos animales
experimentaron el apareamiento entre los efectos del etanol (2,5 g/kg) y la ingesta voluntaria de

sacarina (0,1% v/v), usando el paradigma descripto en el Experimento 2.
Procedimientos Especificos de Condicionamiento y Evaluacion

Actividad motora inducida por etanol al DP28. Las ratas adolescentes machos y hembras

eran administradas con etanol (0,0 o 3,0 g/kg) y evaluadas en campo abierto en términos de
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locomocion y conductas verticales en el periodo post-administracion 5-11 min. Los animales del
grupo no tratado (NT) eran evaluados de la misma manera que el resto de los grupos sin sufrir la
manipulacion experimental (administracion intragastrica). Posterior a cada evaluacion todos los

animales eran regresados a sus cajas de alojamiento con sus pares del mismo sexo.

AAS inducida por Etanol. Se siguio el mismo procedimiento descripto en el Experimento 2,

aunque con una variante. Con el objetivo de evaluar patrones de extincion del aprendizaje aversivo,
la ingesta de la solucion de sacarina fue evaluada en dos oportunidades, posterior al
condicionamiento. Como se describiera previamente el Dia 5 (DP33) se retiraba el tubo de vidrio y
se reemplazaba por uno que contuviera una solucién de sacarina 0,1 % durante 60 minutos. Al
incorporar otro dia de evaluacion, una vez que finalizaba el tiempo de evaluacion del Dia 5, se
reemplazaba el tubo de sacarina por uno con agua que contuviera el 80% del liquido normal que
ingerian y se les proveia comida ad-libitum. Finalmente, el Dia 6 (DP34) se repetian los

procedimientos del dia anterior.
Resultados

Actividad motora inducida por etanol al DP28. Las conductas horizontales se muestran en la

Figura 7. La dosis 3,0 g/kg de etanol indujo mayor activacion motora que en los grupos controles
(0,0 g/kg y NT). EI ANOVA para las conductas horizontales indicé efectos principales significativos
de tratamiento de etanol al DP28 y minutos de evaluacion; y la interaccion entre ambos factores fue
también significativa (F2 65 = 34,04; Fe 300 = 131,53; F12390 = 7,80, respectivamente; p <0,001). Las
comparaciones planeadas indicaron diferencias significativas entre el grupo de animales tratado con
etanol y el tratado con agua o el no tratado (NT) durante los minutos 1, 2, 3, 4 y 5 post-

administracion. Los efectos fueron independientes del factor sexo.
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Figura 7. Actividad motora (locomocidn) en ratas adolescentes hembras y machos en funcidn del tratamiento con etanol
al DP28 (3,0 g/kg) o vehiculo (0,0 g/kg) y el tiempo post-administracion 5-11 min. Un tercer grupo de animales fue
evaluado sin recibir administracion (grupo no tratado, NT). Los datos fueron colapsados por el factor de sexo. El
asterisco (*) indica una diferencia significativa entre el grupo tratado con etanol (3,0 g/kg) y los dos grupos controles (0,0
g/kg y NT) en los primeros cinco minutos de evaluacion [p <0,001]. Las barras verticales indican errores estandar de la
media (EEM).

AAS mediada por etanol al DP33-34. EI ANOVA para la ingesta de sacarina durante la

sesion de condicionamiento indico ausencia de diferencias basales en el consumo en funcion del sexo
o la experiencia previa con etanol al DP28. EI ANOVA para la ingesta de sacarina en la prueba
arrojo efecto principal de condicionamiento. La ingesta de sacarina durante las pruebas fue
significativamente menor en aquellos animales que fueron expuestos al apareamiento entre etanol y
sacarina el DP31; en relacion a los animales tratados con vehiculo (Fie0 = 14,92; p <0,001). El
ANOVA vy subsiguientes post-hoc indicaron que este resultado, indicativo de AAS mediada por
etanol, no se observd en los animales tratados con etanol durante la iniciacion al DP28 (i.e.,
interaccion significativa tratamiento de iniciacion al DP28 x tratamiento durante el condicionamiento
al DP31, F;,60= 4,83; p <0,05). Asimismo, se observd un efecto principal de prueba de evaluacion
(F1,60 = 8,54; p <0,01), siendo el consumo de sacarina significativamente mayor en la primera que en
la segunda prueba. Los efectos no se alteraron significativamente en funcién del sexo y la interaccién

prueba x tratamiento con etanol tampoco fue significativa.

66



Seccion |

La Figura 8 representa el consumo promedio de sacarina durante los dias de evaluacién en funcion

de los tratamientos con etanol al DP28 y durante el condicionamiento al DP31.

Tratamiento durante el Condicionamineto

8 - C—1 Agua (0.0 g/kg)
EE Etanol (2,5 g/kg)

Consumo de Sacarina (ml/100g)

0 .

3.0 g/lkg 0,0 g/kg No Tratado
Tratamiento al DP28

Figura 8. Consumo de Sacarina (ml/100g) en ratas adolescentes hembras y machos en funcién del tratamiento con etanol
durante la iniciacion al DP28 y del tratamiento con etanol durante el condicionamiento aversivo (DP31). Al DP28, los
animales recibian una administracion i.g. de etanol (3,0 g/kg), vehiculo (0,0 g/kg) o no recibian administracion (NT).
Durante el condicionamiento el consumo de sacarina era seguido de una administracién i.g. de etanol (2,5 g/kg) o
vehiculo (0,0 g/kg). Se realizaron dos evaluaciones de 60 minutos cada una en los DPs 33 y 34. La figura representa el
promedio de las media de consumo de sacarina durante ambas evaluaciones. El analisis indic6 que los animales que
consumieron sacarina apareada a la administracion de la droga durante el condicionamiento consumieron
significativamente menos sacarina que los animales que recibieron vehiculo, pero sélo si no fueron iniciados con la droga
el DP28. El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa entre un grupo tratado con etanol y su
control especifico durante el condicionamiento al DP31 (p <0,05). La informacidon fue colapsada por el factor sexo, que
no ejercio ningun efecto principal o interactud con los restantes factores. Las barras verticales indican el error estandar de
la media (EEM).

Los indices de correlacion de Pearson para los grupos AR y BR que fueron condicionados
para evitar alcohol (AAS) no mostraron una asociacion significativa entre la actividad motora al
DP28 en el campo abierto y el consumo de sacarina a los DPs 33-34. Lo interesante fue que en el
grupo de animales no tratados (NT) y que fueron condicionados para evitar alcohol (AAS)
observamos una asociacion positiva entre la actividad motora per se (actividad espontanea) y el

consumo de sacarina, tanto en la primera como en la segunda sesién de extincion (r = 0,64 [Figura 9]
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y r = 0,59 respectivamente; p <0,05); esto es, cuanto mayor fue exploracion basal espontanea tanto

menor fue la expresion del AAS.

10 ~

r = 0,64; p <0,05

Consumo de Sacarina (ml/100 g)

0 5 10 15 20 25
Actividad Espontanea (s)

Figura 9. Asociacién entre la actividad espontdnea en campo abierto y la expresion de aversién adquirida al sabor
(AAS). Consumo de sacarina (ml/100g de peso corporal) durante la prueba de extincion 1 (DP33) en funcién de la
actividad espontanea (s) en campo abierto al DP28 en ratas adolescentes que no recibieron tratamiento con etanol (i.e.,
NT) y que recibieron el apareamiento de sacarina con etanol (2,5 g/kg) al DP31. El coeficiente de Pearson (r = 0,64, p
<0,05) indicé que una mayor exploracion espontéanea en el campo abierto predecia un mayor consumo de la sacarina
asociada a los efectos de la droga; y por tanto, una menor expresion de aversién adquirida al sabor. Similar asociacion se
encontrd en la prueba de extincion 2 (r = 0,59, p <0,05; datos no representados en el grafico).
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Experimento 4: Relacion entre Condicionamiento de Preferencia al Lugar inducido por Etanol y

Actividad Locomotora inducida por esta Droga en Ratas Adolescentes
Introduccion

Pocos trabajos reportaron condicionamiento de preferencia al lugar inducido por etanol en
ratas adolescentes o adultas. No obstante, algunos trabajos han sugerido que —a diferencia de sus
pares adultos- los adolescentes podrian ser sensibles a los efectos motivacionales positivos del etanol
(Pautassi et al., 2008b; Philpot, et al., 2003). El estudio de estas diferencias ontogenéticas en
respuesta a la droga cobra importancia al considerar que aquellos adolescentes que perciban la droga
como mas reforzantes podrian estar a mayor riesgo de desarrollar consumo problematico de alcohol
(Schramm-Sapyta et al., 2006). Asi entonces, indagamos la capacidad de la rata adolescente para
percibir los atributos apetitivos del etanol mediante CPL y analizamos si la expresion de CPL estaba
relacionada con la actividad motora espontanea o la inducida por alcohol, medida en un ambiente

nuevo y de manera previa al entrenamiento de CPL.
Disefio Experimental

Se empled un disefio factorial 2 (sexo: macho o hembra) x 2 (tratamiento al DP28: 2,5 0 0,0
g/kg) x 2 (tratamiento durante el condicionamiento: 1,0 o 0,0 g/kg). Los 8 grupos emplearon 6
animales cada uno. Al DP28 los animales fueron evaluados en su locomocion luego que recibieran la
administracion de una dosis de etanol o vehiculo (i.g.) en los minutos 5 a 11 post-administracion.
Estos animales fueron luego entrenados en un procedimiento de condicionamiento de preferencia al
lugar (CPL) donde experimentaban los efectos de dosis de etanol (1,0 g/kg) apareados 0 no a una

superficie rugosa (papel de lija).
Procedimientos Especificos de Condicionamiento y Evaluacion

Actividad motora Inducida por Etanol al DP28. Se siguié el mismo procedimiento descripto

en el Experimento 2.

Aparatos y Condiciones de CPL. Para las sesiones de condicionamiento y el dia de la

evaluacion se emple6 una caja opaca rectangular de Plexiglas (20 x 24 x 70 cm). Durante las
sesiones cada caja se dividia por medio de un panel del mismo material que seccionaba la misma en
dos compartimentos individuales (20 x 24 x 35 cm). La superficie de cada compartimento podia ser

de papel de lija (grosor 60, Norton, Brasil) o bien de etileno acetato de vinilo (goma “EVA”). En la
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evaluacion de preferencia tactil, la caja se dividia en tres secciones: zona central neutra del mismo
material de la caja (12 x 20 cm) y dos areas en los extremos de la caja (29 x 20 cm) con las dos
claves tactiles mencionadas. Cada evaluacién comenzaba con el animal en la zona central. La
habitacion de trabajo estaba iluminada con una l&mpara roja de 40-W, localizada a 50 cm sobre cada

caja.

Procedimientos Generales de CPL. Los animales eran entrenados durante cuatro dias

consecutivos (DP30-33); y eran evaluados 24 hs después del ultimo dia de condicionamiento (DP34).
Cada sesion de condicionamiento tuvo una duracion de 15 minutos, a partir del minuto 5 posterior a
cada administracion intragastrica hasta el minuto 20. Por las mafianas todos los animales eran
introducidos individualmente en el compartimento con superficie de goma EVA, cinco minutos
después de recibir vehiculo. Cinco horas més tarde recibian vehiculo o 1,0 g/kg de etanol (grupos
control y experimental, respectivamente) y eran confinados en los compartimentos tapizados con lija.
Es decir, la lija y la goma EVA predecian la presencia y ausencia, respectivamente, de los efectos
farmacoldgicos del alcohol. Al dia siguiente, posterior a la Gltima sesion de condicionamiento, todos
los animales eran evaluados en una prueba de preferencia de dos vias. Los animales permanecian 12
minutos en una caja con dos texturas: papel de lija (estimulo condicionado, EC+) vs goma EVA
(estimulo no apareado). Se registraba el tiempo (segundos) de permanencia en cada compartimento,
el cual era considerado siempre que el animal se posicionaba con sus patas delanteras en una de las

dos superficies. La Tabla 3 representa el esquema completo del CPL.

Tabla 3. Esquema de Condicionamiento Preferencia a la Textura

Condicionamiento (administraciones i.g.) Prueba
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Mafiana

Agua (0,0 g/kg) Agua (0,0 g/kg) Agua (0,0 g/kg) Agua (0,0 g/kg)
= (goma EVA)
€ | Experimental
g Tarde
= . Etanol (1,0 g/lkg) | Etanol (1,0 g/kg) Etanol (1,0 g/kg) | Etanol (1,0 g/kg)
g (Lija) LIJA vs goma
(i Mafana EVA
5 Agua (0,0 g/kg) Agua (0,0 g/kg) Agua (0,0 g/kg) Agua (0,0 g/kg)
S (goma EVA)
5 Control
S Tarde
O (Liia) Agua (0,0 g/kg) Agua (0,0 g/kg) Agua (0,0 g/kg) Agua (0,0 g/kg)

ija
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Resultados

El ANOVA para la locomocion al DP28 arrojo efectos principales significativos de
tratamiento con etanol (F1 45 = 21,54; p <0,001), minutos de evaluacion (Fe 270 = 53,17; p <0,001), y
una interaccion significativa entre ambos factores (Fs.70 = 5,60; p <0,001). Pruebas Post Hoc
indicaron que el tratamiento con la dosis de etanol 2,5 g/kg indujo activacion motora, principalmente,
durante los primeros 4 minutos de la evaluacion. EI ANOVA de conducta vertical solo indicd un
efecto principal significativo de los minutos de la evaluacion (Fezs3 = 8,54; p <0,001). Ni la
locomocion ni la conducta vertical se vieron afectadas por el factor sexo.

Las variables analizadas en la prueba de CPL fueron el tiempo (s) pasado sobre cada una de
las texturas (papel de lija, EC+, y goma EVA, EC-). Se realizé6 un ANOVA mixto que consider¢ al
tiempo de permanencia sobre cada una de las texturas como factor “dentro” o de medidas repetidas, y
el tratamiento durante el condicionamiento (etanol o vehiculo) como factor entre o de comparacion
entre grupos. EI ANOVA indicé un efecto interactivo significativo entre ambos factores (F1 4 = 4.74,
p <0,05). Los post-hoc indicaron que los sujetos controles tratados con vehiculo exhibieron igual
preferencia por el EC+ que por el EC-. Este no fue el caso en los sujetos experimentales, los cuales
pasaron significativamente mas tiempo sobre la lija EC+ que sobre la goma EVA EC- (Figura 10).
La Figura 11 ilustra el perfil de preferencia por ambas texturas en cada uno de los grupos, a lo largo
de los 12 minutos de evaluacion. La preferencia por la textura asociada al alcohol no fue afectada por

la pre-exposicién a la droga el DP28, ni por el sexo de los animales.
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Figura 10. EIl etanol indujo preferencia condicionada a la lija en ratas adolescentes. La Figura representa el total de
tiempo (s) permanecido sobre la lija (EC+) y sobre la goma EVA (EC-) durante 12 minutos de evaluacion en funcién del
tratamiento en los DPs30-33 (etanol-1,0 g/kg o vehiculo-0,0 g/kg). El grupo de animales que fue condicionado con etanol
permanecié mayor tiempo sobre la textura asociada a los efectos de la droga (papel de lija) respecto de la goma EVA
durante la evaluacién y ademas exhibié mayor preferencia por la lija que el grupo de animales que recibieron vehiculo.
Estas diferencias significativas se indican con los signos de asterisco (*) y numeral (#), respectivamente (p <0,05). Los

datos fueron colapsados por el factor sexo. Las barras verticales indican el error estandar de la media (EEM).

Tratamiento durante el Condicionamiento: Etanol Tratamiento durante el Condicionamiento: Vehiculo
35 4

. L
| YRy W

10 4

Tiempo pasado sobre ECs (s)

—8— EC+ (lija)
51 —O— EC- (goma EVA)

Minutos de Evaluacion

Figura 11. Tiempo de permanencia (s) sobre las texturas de papel de lija y goma EVA en funcidn del tratamiento durante
el condicionamiento en los DPs 30-33 (etanol-1,0 g/kg o vehiculo-0,0 g/kg) y los minutos de evaluacién. Durante el
condicionamiento, el papel de lija (EC+) — pero no la goma EVA — habia sido apareado a los efectos del alcohol. Los

datos fueron colapsados por el factor sexo. Las barras verticales indican el error estandar de la media (EEM).
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En esta oportunidad también dividimos entre altos y bajos respondedores en funcion del
nivel de activacion inducida por alcohol el DP28. Sin embargo, ambos grupos no difirieron en
términos de CPL ni se encontrdé una asociacion significativa entre los puntajes individuales de
activacion inducida por alcohol y los de CPL. En cambio, se observo una relacion positiva entre la
actividad de los animales controles administrados con vehiculo (0,0g/kg) durante la prueba de
actividad motora el DP28 y el monto de preferencia por el estimulo condicionado (EC+, lija) (rs =
0,47; p <0,05). Es decir, cuanto mayor fuera la actividad basal al DP28, tanto mejor la expresion del
aprendizaje apetitivo inducido por los efectos del etanol. Esta correlacion, obviamente, tomé solo en

cuenta aquellos sujetos que recibieron apareamientos entre etanol y la lija.

80
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50 A

rs = 0,47; p <0,05

40 A ®

Tiempo de permanencia sobre papel de lija (EC+)

30 T T ¥ T T 1
0 10 20 30 40 50

Actividad Espontanea (s)

Figura 12. Asociacion entre la actividad espontadnea en campo abierto en animales que recibieron vehiculo y el tiempo de
permanencia sobre el papel de lija (EC+). El tiempo de permanencia (s) sobre la lija durante la evaluacion de CPL en
funcion de la actividad motora (s) en campo abierto al DP28 en ratas que recibieron vehiculo y que fueron entrenada
durante cuatro dias (DPs 30-33) para preferir la textura apareada a los efectos de etanol (1,0 g/kg). El coeficiente de
Spearman (rs= 0,47; p <0,05) indic6 que una mayor exploracion espontanea en el campo abierto predecia un mayor

tiempo de permanencia sobre la textura asociada a los efectos de la droga (papel de lija).
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Experimento 5: Replicacion del Condicionamiento de Preferencia al Lugar Inducido por Etanol en

Ratas Adolescentes utilizando un control de mayor rigurosidad.
Introduccion

El hallazgo de CPL inducido por alcohol (Experimento 4) es muy relevante dada la escasez
de evidencias de condicionamiento apetitivo mediado por esta droga en ratas y en adolescentes en
particular. El presente experimento tuvo por objetivo replicar el hallazgo e incorporar un control de
condicionamiento mas confiable, un grupo no apareado, el cual estuvo expuesto a los efectos la
droga y a los estimulos téctiles pero de manera no relacionada. Asimismo se redujo la cantidad de
sesiones a dos Yy, dada la ausencia de efectos de sexo en el experimento anterior, s6lo se emplearon

machos.
Disefio Experimental

Se empled un disefio de 2 grupos. Se emplearon 20 ratas machos adolescentes: 9 en el grupo
apareado y 11 en el grupo no apareado. Estos animales fueron entrenados dos dias en un
condicionamiento de preferencia al lugar (CPL) donde experimentaban los efectos de dosis de etanol

(1,0 g/kg) apareados a una superficie rugosa o separados temporalmente (no apareados).
Procedimientos Especificos de Condicionamiento y Evaluacion

Los aparatos y condiciones empleados para CPL fueron los mismos que se describieran en el
Experimento 4 apartado de “aparatos y condiciones de CPL”. En esta ocasion las sesiones de
entrenamiento fueron dos (DPs 30 y 31), y la evaluacion tuvo lugar el DP32. Al igual que en el
Experimento 4 cada sesion de condicionamiento tuvo una duracién de 15 minutos, a partir del minuto
5 posterior a cada administracion hasta el minuto 20. La eleccion de este intervalo de
condicionamiento radica en que en ese momento los niveles de alcohol en sangre estan subiendo vy,
hipotéticamente, los efectos apetitivos del alcohol serian méaximos (Niznikov et al., 2009). Por las
mafianas todos los animales eran introducidos en los compartimentos con superficie de goma EVA,
luego gue recibieran una administracion de vehiculo (i.e., agua). Por las tardes, 5 horas posteriores al
entrenamiento de las mafianas, los animales eran introducidos en el compartimento con superficie de
papel de lija, pero solo la mitad de ellos lo hacia bajo los efectos toxicos de la dosis de etanol (1,0
g/kg, grupo apareado). La otra mitad de animales (grupo no apareado) recibia la administracion de

etanol 90 minutos después de las sesiones de condicionamiento, es decir, estos ultimos animales
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experimentaban los efectos de la droga pero separados temporalmente de la superficie a la que los
demas animales eran apareados. La evaluacion de preferencia condicionada al lugar y el analisis de

datos se realizaron siguiendo los mismos criterios que se describieron en el experimento anterior.
Resultados

Las variables analizadas en la prueba de CPL fueron el tiempo (s) pasado sobre cada una de
las texturas (papel de lija, EC+, y goma EVA, EC-). Se realizé un ANOVA mixto que consider¢ al
tiempo de permanencia sobre cada una de las texturas como factor “dentro” o de medidas repetidas, y
el tratamiento durante el condicionamiento (apareado o no apareado) como factor entre o de
comparacion entre grupos. EI ANOVA indico una interaccion significativa de tratamiento durante el
condicionamiento (apareado o no apareado) y las texturas, F1,1s=4,69; p < 0,05. Como se observa en
la Figura 13 (panel superior), las ratas adolescentes que recibieron apareamientos entre la droga y el
papel de lija mostraron mayor preferencia por la textura lija (EC+) que por la goma EVA (EC-) y
también exhibieron mayor preferencia por el EC+ que el grupo de animales no apareado. La Figura
13 (panel inferior) ilustra el perfil de preferencia por ambas texturas en cada uno de los grupos, a lo

largo de los 12 minutos de evaluacion
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Figura 13. El panel superior representa el tiempo de permanencia sobre la lija (EC+) y sobre la goma EVA durante 12
minutos de evaluacion en funcion del tratamiento durante el condicionamiento (grupos: apareado o no apareado). Durante
los dias de condicionamiento DPs 30-31 el grupo apareado era expuesto al EC+ bajo los efectos toxicos de la droga, en
tanto que el grupo no apareado era expuesto al papel de lija 90 minutos antes de recibir el etanol (EC-EI, 90 min de
intervalo entre estimulos). El grupo apareado permanecié mayor tiempo sobre el EC+ (papel de lija) respecto de la goma
EVA durante la evaluacion y ademas exhibié mayor preferencia por la lija que el grupo de animales no apareados. Estas
diferencias significativas se indican con los signos de asterisco (*) y numeral (#), respectivamente (p <0,05). El panel
inferior representa el tiempo de permanencia (s) sobre las texturas de papel de lija y goma EVA en funcién del
tratamiento durante el condicionamiento (grupos: apareados 0 no apareados) y los minutos de evaluacién (1-12). Las

barras verticales indican el error estandar de la media (EEM).
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Conclusion de la Seccion |

En esta seccion hemos observado que la administracion de dosis altas y moderadas (3,0 y 2,5
o/kg) de alcohol- pero no bajas (0,5 g/kg) — inducen activacion motora; y que dicha activacion
predice el consumo posterior de la droga en ratas adolescentes; aunque no la expresion de
aprendizajes motivacionales. No se observaron diferencias en activacion motora entre los grupos
tratados con vehiculo (0,0 g/kg) y aquellos que no recibian administracion (sin manipulacion, NT).
Este resultado indica que el efecto activador del alcohol, en términos motores, no se debe a los
efectos de activacion propios de la manipulacion experimental. En todas las experiencias

experimentales la actividad inducida por alcohol fue similar en ambos sexos.

Sobre la variabilidad de los grupos trabajados, especificamente sobre las poblaciones que
experimentaron los desafios farmacoldgicos fue posible caracterizar sub-poblaciones de ratas
adolescentes en funcion de su alta o baja reactividad inicial a los efectos del alcohol (altos y bajos
respondedores, (AR-BR, respectivamente). Las diferencias en la sensibilidad a los efectos
estimulantes del etanol entre estas dos poblaciones no se explicaron por diferencias en la
metabolizacion de la droga. Cuando indagamos el consumo de la droga en estas poblaciones
observamos que los AR consumieron mas etanol al 6% que los BR y que los animales no iniciados;
efecto que se observé especificamente durante las Gltimas sesiones de las pruebas de doble via en las
fases 1 y 4. Asimismo, los AR exhibieron un consumo de alcohol significativamente mas elevado
que los BR y que sus pares tratados con vehiculo (no iniciados al DP28) durante las primeras 24
horas de la fase de acceso continuo y concurrente (fase 2). Este efecto en términos de gramos
absoluto de etanol consumido fue mas pronunciado en hembras que en machos.

En conjunto, estos resultados sugieren que la exposicion temprana al alcohol en la
adolescencia aumentaria el consumo posterior de la droga. Cabe remarcar que aquellos con mayor
sensibilidad al efecto estimulante motor del alcohol serian ain mas sensibles a los efectos
facilitadores de la exposicidon temprana al etanol sobre el consumo posterior.

Los experimentos subsiguientes incluyeron animales iniciados previamente al alcohol droga
(DP28), administrados con vehiculo o sin manipulacion (NT). Estos grupos fueron luego evaluados
en la expresion de aprendizajes inducidos por los atributos aversivos (AAS) y apetitivos (CPL) del
alcohol. Ambos paradigmas resultaron exitosos, y se busc6 ademas observar si la expresion de
dichos aprendizajes mantenia relacion con la locomocién inducida o no por el etanol en un ambiente

nuevo.
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En el caso del AAS, utilizamos el procedimiento descripto por Anderson et al. (2008) y
observamos una respuesta condicionada aversiva. Basicamente, se observo el rechazo de una
sustancia gustativa (sacarina, estimulo condicionado, EC) que habia sido apareada a los efectos del
etanol. Este resultado, indicativo de aversion condicionada mediada por la droga, fue independiente
del sexo y del monto de activacién motora inicial inducida por etanol al DP28. EI AAS se bloqued si
lo animales previamente habian recibido una dosis alta de alcohol (3,0 g/kg), aunque esto no ocurrio
si la dosis de etanol administrada era un poco menor (2,5 g/kg). Estos resultados indican un efecto de
pre-exposicion al estimulo incondicionado. En otras palabras, la exposicion al alcohol hace a los
sujetos insensibles a los efectos aversivos del etanol e impide la adquisicién de condicionamiento
aversivo mediado por el alcohol, aparentemente de una manera dosis-dependiente. La hipotesis de
asociacion entre la estimulacién motora provocada por la droga y AAS no fue corroborada, tanto en
la poblacion general como en poblaciones agrupadas por su reactividad motora inicial inducida por la
droga; esto es, los AR y BR respondedores. No obstante, encontramos una relacion negativa entre los
niveles de actividad espontanea y el consumo de sacarina, en el grupo de animales que no recibieron
manipulacion (NT) y que fueron entrenados en un procedimiento AAS a la sacarina. Esto es,
aquellos animales que mostraron mayor ambulacién espontanea consumieron mas del EC sacarina,
aun cuando este sabor predecia los efectos aversivos del alcohol; lo cual implicaba que fueron mas
resistentes para expresar AAS. Las interpretaciones respecto de este efecto lo abordaremos en detalle
en la discusion general.

En un experimento subsiguiente observamos, mediante CPL, condicionamiento apetitivo
inducido por etanol. Este resultado fue novedoso dada la relativa escasez de evidencias de efectos
reforzantes del alcohol en la rata adolescente. También analizamos si dicho aprendizaje estaba
asociado con la actividad locomotora espontanea o inducida por alcohol, medida en campo abierto y
de manera previa al entrenamiento en el paradigma de CPL. Encontramos una relacion positiva entre
el nivel de actividad de los animales de grupo control que recibieron administracion de vehiculo (0,0
g/kg) y el monto de preferencia por el estimulo condicionado (EC+, papel de lija). Esto es, cuanto
mayor la actividad basal al DP28 tanto mayor el aprendizaje apetitivo inducido por la droga. Esta
asociacion fue congruente con la direccion que observamos para la asociacion en AAS. Una mayor
ambulacion predice una mayor sensibilidad por los atributos apetitivos y una menor sensibilidad por
los atributos aversivos de la droga. Por otro lado, como observamos también en el experimento de
AAS, la hipotesis de una asociacion entre el efecto estimulante motor del alcohol y los efectos
apetitivos en CPL no fue corroborada.

En conclusion, los animales adolescentes expresaron aprendizaje apetitivo inducido por

alcohol y fueron sensibles a los efectos activadores de la droga. La hipotesis de que estos
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aprendizajes tuvieran relacion con el monto de actividad inducida por la droga no fue corroborada.
Se encontro, sin embargo, una asociacion positiva entre CPL por el etanol y nivel de actividad
espontanea en un campo abierto. Este resultado sugiere que la actividad en un ambiente nuevo e
inescapable puede, de la misma manera que la busqueda de novedad observada en humanos
vincularse con la probabilidad de uso y abuso de drogas. Cabe destacar que los efectos encontrados
son factores de maxima importancia en la regulacion de los procesos de busqueda e ingesta de la
droga (Cunningham, 2000). Asimismo, pudimos observar que la mera exposicion a la droga
temprano en la adolescencia fue capaz de alterar el perfil de consumo posterior de la misma mas
tarde en la adolescencia. Este perfil también fue diferente en la poblacion de sujetos que
experimentan los efectos de la droga. Los individuos que se mostraron mas sensibles a los efectos
estimulantes motores inducidos por la droga (AR) en el campo abierto consumieron més de la droga
durante la prueba de ingesta que los BR y que los animales no iniciados (0,0 g/kg), particularmente,
el dia que tenian acceso a la concentracion mas alta de la solucion de etanol (6% v/v). Asimismo,

fueron las hembras AR las que consumieron significativamente mas etanol que cualquier otro grupo.

79



Seccién 11

SECCION II. Caracterizacion del efecto estimulante motor agudo del etanol

En la Seccion | caracterizamos numerosos aspectos del fendbmeno de activacion motora
inducida por alcohol en ratas adolescentes. En la Seccion Il buscamos llegar a una interpretacion mas
acabada de lo que representa esta variable. Partimos de una consideracion tedrica de la estimulacion
motora como un indicador de reforzamiento apetitivo; la droga durante la curva ascendente del
proceso toxico -directa o indirectamente- activa la via dopaminérgica mesocorticolimbica-; en la que
las fibras se proyectan al area prefrontal desde el mesencéfalo hacia las regiones limbicas y
corticales, que ademas seria responsable de la conducta de acercamiento y el reforzamiento asociado
a otros reforzadores (e.g., comida, agua; Wise y Bozarth, 1987).

Una alternativa, sin embargo, era que el alcohol estuviera ejerciendo efectos ansioliticos en el
contexto de evaluacion —nuevo- que estabamos empleando. La prueba de campo abierto también ha
sido empleada para evaluar los efectos ansioliticos de drogas de abuso (Choleris et al., 2001; Fraser
et al., 2010; Prut et al., 2003; Ramos, 2008; Ramos y Mormede, 1998). Era posible, también, que la
activacion motora medida en nuestros experimentos estuviera reflejando una combinacion de ambos
efectos; esto es apetitivo y ansiolitico. El peso especifico de cada uno de estos efectos podria, a su
vez, variar segun el periodo ontogéenico bajo consideracion. Los estudios han demostrado que las
ratas infantes y adolescentes muestran activacion motora inducida por la exposicion aguda al etanol
(Acevedo et al., 2010; 2013, Arias et al., 2008; 2009b). En ratones, los estudios sugieren que a
medida que el organismo crece, el efecto estimulante motor agudo de etanol disminuye (Little et al.,
1996; Quoilin et al., 2012). Asimismo el efecto de supresion motora inducido por etanol en ratones,
medido mediante la pérdida de reflejo de enderezamiento, es mayor en los adultos que en
adolescentes (Quoilin et al., 2010).

Otro componente importante era que en esta tesis se analiz6 locomocion en un campo abierto
que era nuevo para las ratas. Esto dejaba abierta la posibilidad que la activacién motora observada
fuera producto de una interaccion entre la droga y efectos estimulantes inespecificos ligados a la
novedad de contexto de evaluacion. Originalmente la prueba de campo abierto fue desarrollada para
el estudio de la “emocionalidad” en ratas por Hall en el aio 1934. El procedimiento consistia en
exponer al animal a un entorno desconocido, en el cual el escape estaba impedido por las paredes que
colindaban. Generalmente, los animales expuestos a estimulos extrafios 0 nocivos muestran una
reaccion de congelamiento, es decir el animal queda inmdvil (Ennaceur et al., 2006). La exposicion a
ambientes nuevos induce respuestas de ansiedad y reacciones de congelamiento en una variedad de

paradigmas de comportamiento (Crawley, 1985; Ennaceur et al., 2006). Diversos autores consideran
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(para revision y referencias; vease Ramos y Mormede, 1998) que una baja ambulacion de un espacio
nuevo es un indicador de ansiedad.

Con el tiempo el empleo de esta herramienta se ha extendido a un gran numero de especies,
incluyendo los terneros, cerdos, corderos, conejos, gallinas, primates, abejas, etc. Mas importante
aun, no solo se ha utilizado para medir indicadores de ansiedad, sino también sedacion o actividad
(Prut y Belzung, 2003). Consideramos importante indagar sobre el rol de la novedad en la mediacion
de los efectos estimulantes del alcohol en ratas adolescentes. Se intentaba desestimar la posibilidad
que los efectos estimulantes del alcohol estuviesen reflejando efectos ansioliticos de la droga, que
facilitaran la exploracion del contexto de evaluacion. También realizamos comparaciones entre

adolescentes y adultos en la expresion de estos efectos del alcohol.
Para responder a estos interrogantes se condujeron los siguientes experimentos:

En el Experimento 6 evaluamos el rol de la novedad sobre la respuesta locomotora inducida
por etanol en ratas adolescentes. En el Experimento 7 y 7b evaluamos adolescentes y adultos en
relacién a activacion motora inducida por etanol y los niveles de etanol en sangre alcanzados en
dichas pruebas.

En el Experimento 8 continuamos el analisis ontogenético de la respuesta estimulante hacia el
etanol, su modulacion por exposicion a estimulos aversivos, y ampliamos la generalidad de nuestros
resultados mediante el empleo de otra cepa de rata. Especificamente, evaluamos la respuesta
estimulante motora inducida por alcohol luego de la exposicion a estrés social o inducido por
inmovilizacion, asi como también niveles de etanol en sangre y cerebro, corticosterona y
progesterona (Experimento 8b) en ratas machos Sprague-Dawley adultas y adolescentes. Sobre la
base de los resultados anteriores profundizamos mas sobre el efecto estresante de la privacién social;
para ello, en el Experimento 9 evaluamos la sensibilidad hacia magnitudes diferentes de privacion
social sobre la locomocion inducida por etanol en ratas machos Sprague-Dawley adultas y
adolescentes. En el Experimento 10 incorporamos otra modalidad para inducir estrés, mas
especificamente, ejercimos estrés farmacoldgico mediante la inyeccion de un agonista opiaceo kappa
y analizamos, en ratas adolescentes Sprague-Dawley, su efecto sobre la activacion motora inducida
por etanol.

Finalmente, en el Experimento 11, buscamos comprender el significado funcional del efecto
estimulante que inducia la administracion de etanol. Hasta el momento la respuesta habia sido
considerada una medida apetitiva reforzante; no obstante, una explicacion alternativa podia ser que el

etanol estuviera disminuyendo la ansiedad provocada por el ambiente nuevo; y por tanto, facilitara la

81



Seccién 11

exploracién al mismo. En este sentido evaluamos el efecto agudo de la administracion de la droga en
tres pruebas de comportamiento diferentes conocidas por su capacidad para registrar actividad y
ansiedad. Asimismo, analizamos cémo la experiencia con la droga se traducia posteriormente en un
consumo voluntario de la misma.
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Consideraciones Generales de los Experimentos de la Seccion 11
Materiales y Procedimientos Especificos
Sujetos

Un total de 1135 ratas, derivadas de 252 camadas fueron utilizadas. 538 eran ratas Sprague-
Dawley (Experimento 8: 288 animales, 64 camadas; Experimento 8b: 22 animales, 24 camadas;
Experimento 9: 138 animales; 29 camadas; Experimento 10: 80 animales; 12 camadas) y 597 eran
ratas Wistar-King Aptekman Hokkaido (WKAH/Hok), cepa exocriada (Experimento 11: 246
animales; 46 camadas; Experimento 6: 91 animales, 27 camadas; Experimento 7: 144 animales, 30
camadas; Experimento 7b: 73 animales: 24 camadas). EI empleo de cepas diferentes obedecié a que
la doctorando realizo parte del proyecto en el Departamento de Psicologia de la Universidad Estatal
de Binghamton, NY, EE.UU, en caracter de pasantia. Esta Gltima se correspondié con los
Experimentos 8, 8b, 9y 10.

Las ratas Sprague-Dawley nacieron y fueron criadas en el Center for Development and
Behavioral Neuroscience (Binghamton University, NY, USA), mientras que las ratas Wistar lo
hicieron en el Instituto de Investigacion Médica M y M Ferreyra (INIMEC-CONICET-UNC,
Cordoba, Cba, Argentina). El dia de su nacimiento se considero el dia postnatal 0 (DPO0). Las crias
permanecieron alojadas con sus madres en cajas de maternidad estandar hasta el dia del destete
(DP21). Posteriormente, los animales eran alojados 4 por caja con libre acceso a comida balanceada
(Purina Rat Chow, Lowell, MA o GEPSA feeds, Cérdoba, Argentina; respectivamente) y agua hasta

el comienzo de cada experimento.
Preparacion de las drogas y procedimientos de administracién

Las administraciones de etanol se realizaron via intragastrica (i.g.) mediante una canula de
polietileno esterilizada de 12 cm de largo aproximadamente (de 0,58 mm de didmetro interno, PE-50
Clay Adams, Parsippany, New Jersey, USA), adosada a una jeringa descartable de 3 ml mediante una
aguja hipodérmica de 0,60 mm x 25 mm — 23Gx1 (Becton Dickinson, Rutheford, NJ). Las dosis de
etanol utilizadas (3,5; 3,25; 2,5; 1,25 o 0,5 g/kg) resultaron de la administracion de un volumen
equivalente a 0,015 ml por kilogramos de peso corporal de soluciones de etanol de 29,4% 27,3%,
21%, 10,5% 0 4,2% vlv, respectivamente (190 proof ethanol, Pharmaco, Brookfield, CT o Porta

Hnos., Cordoba, Argentina; respectivamente). Un volumen similar de agua corriente de pico se
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utilizé como vehiculo. Cada animal fue cuidadosamente entubado en 5 segundos aproximadamente y
la administracion de las soluciones demoraba unos 3 a 4 segundos mas.

Las administraciones de espiradolina (U62, 066E; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) se
realizaron via intraperitoneal (i.p.). Las dosis utilizadas (1,0 o 5,0 mg/kg) se derivaron de una
solucion de 0,1 y 0,5 mg/ml, respectivamente. Cada inyeccion no demoraba mas de 10 segundos
entre animales. El volumen administrado para las dosis se obtuvo a 0,01 ml/g, y como vehiculo se
utilizé salina (CINa 0,9%, v/v).

Condiciones de alojamiento durante los entrenamientos y evaluaciones

Los animales fueron alojados en algunos casos de a pares, de a cuatro y hasta 5 animales por
caja, con compafieros del mismo sexo y edad segun el tiempo que requiriese cada protocolo
experimental. El objetivo de esto era minimizar cualquier condicidn potencialmente estresante y que
pudiera modificar o interactuar con las medidas en estudio. Sélo, en los momentos en que cada
protocolo experimental asi lo demandase (véase, especificamente cada experimento) los animales

permanecieron alojados individualmente por algunas minutos u horas de un mismo dia.
Andlisis de Datos

La actividad locomotora en segundos recorridos fue analizada separadamente a través de
ANOVAs de tres vias (Experimento 6, 7, y 11). Los factores entre-grupo fueron el sexo (machos o
hembras, Experimento 6, 7 y 11), dosis de etanol (Experimento 6: 0,0, 2,5 0 3,25 g/kg; Experimento
7: 0,0; 0,5; 2,5 0 3,25 g/kg; Experimento 11: 0,5; 1,25; 2,5 0 3,25 g/kg), orden de presentacion de
pruebas (LEC-CA o CA-LEC, Experimento 11), edad (adultos o adolescentes; Experimentos 7) y

habituacion al contexto (habituado- no habituado, Experimento 6).

Los niveles de etanol en sangre —NES [mg/dl]- (Experimento 7b) se analizaron a partir de un
ANOVA mixto de tres vias. La edad (adolescentes o adultos), el sexo (machos o hembras) y dosis de
etanol (0,5; 2,5 0 3,25 g/kg) se consideraron como factores entre-grupo; y como medidas repetidas se

consideraron los tiempos post-administracion de extraccién de muestras (15, 30, 60 0 120 min)

En el Experimento 8 los ANOVAs indicaron diferencias significativas entre los adultos y
adolescentes en referencia a la actividad espontanea y la locomocion inducida por el etanol. En base
a estos resultados, como asi también, a partir de la estrategia seguida por Pautassi et al. (2008b) y
Varlinskaya y Spear (2012), los analisis subsiguientes se llevaron a cabo separadamente por edad en

los Experimentos 8 y 9. VVéase en detalle apartado de resultados del Experimento 8.
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La actividad motora inducida por etanol, (distancia recorrida expresada en centimetros por
minutos) fue analizada separadamente a través de ANOVAs mixtos de tres (Experimento 8y 9) o
cuatro vias (Experimento 10). En el Experimento 8 los factores entre-grupo fueron estrés (sin
manipulacion, restriccion de movimiento o privacién social durante 90 min cada condicion), y dosis
de etanol (0,0; 1,25; 2,5 0 3,5 g/kg). En el Experimento 9 los factores entre-grupo fueron estrés (sin
manipulacion, privaciéon social durante 90 o 180 min) y dosis de etanol (0,0 o 3,5 g/kg). En el
Experimento 10 fueron sexo (hembras o machos, todos adolescentes), dosis de agonista kappa U62,
066E (0,0; 1,0 0 5,0 mg/kg) y dosis de etanol (0,0 0 2,5 g/kg). En todos los experimentos los minutos

de evaluacion (5-19 post-administracion) se consideraron como medidas repetidas.

En el Experimento 8b los NES, NEC, CORT y PROG fueron analizados separadamente
mediante ANOVASs de una via. Los grupos que se compararon fueron ratas machos adolescentes y
adultas expuestas a 90 min de privacion social y un grupo control de adolescentes sin manipulacion.
En el Experimento 10 se analizaron, ademas, los NES mediante un ANOVA de dos vias (dosis de

agonista kappa U62, 066E: 1,0 0 5,0 mg/kg x sexo: machos o hembras).

Para conocer la direccién de los efectos principales o interacciones encontradas mediante los
ANOVAs se realizaron pruebas de post hoc Fisher o comparaciones planeadas. Expresamente, se
empleé Fisher siempre que los anélisis de efectos principales simples o en la interacciones
comprendieran factores “entre”. Se utilizaron comparaciones planeadas ortogonales, en tanto, para
conocer la direccion de los efectos principales o interacciones significativas que involucraran

medidas repetidas. Valores de p <0,05 fueron considerados como estadisticamente significativos.
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Experimento 6: Rol de la novedad del contexto sobre la Actividad Locomotora inducida por Etanol

en Ratas Adolescentes
Introduccion

La evaluacion de la activacion inducida por etanol en los experimentos que anteceden fueron
realizados en contexto nuevos, es decir que animales no habian sido previamente familiarizados con
el ambiente de evaluacion. En algunas ocasiones las drogas de abuso ejercen efectos diferenciales en
funcion del contexto donde son administradas. Se ha observado, por ejemplo, que el efecto motor
agudo y la sensibilizacién inducida por anfetamina son significativamente mas marcados cuando el
contexto de evaluacion es novedoso (Badiani et al., 2000). Era posible entonces que los efectos
estimulantes del etanol observados en los experimentos previos dependieran o fueran modulados por
la novedad del ambiente de evaluacion. El objetivo especifico de este experimento fue evaluar el rol
de la novedad en la expresion de activacion locomotora inducida por etanol en la rata adolescente.
Para ello, los animales adolescentes fueron sometidos o no a una sesion de familiarizacion al
contexto. Buscabamos conocer si la magnitud de la activacion motora inducida por la droga en el
grupo de animales que habia sido familiarizado con el contexto era significativamente menor que la
que se observaria en el grupo que recibia etanol pero que no habia sido expuesto previamente al
contexto. Si ese resultaba el caso podiamos interpretar que la novedad posee un efecto modulador

sobre la expresion de la activacién motora inducida por alcohol.
Disefio Experimental

Se empled un disefio factorial 2 (sexo: macho o hembra) x 2 (tratamiento al DP28:
habituados, o no, al ambiente) x 3 (tratamiento con etanol al DP32: 0,0; 2,5 o 3,25 g/kg). Cada uno

de los 12 grupos tenia un minimo de 6 y un maximo de 8 animales.
Procedimientos Especificos

ElI DP32 los animales eran evaluados en un ambiente al cual, cuatro dias antes (i.e., al DP28)
habian sido 0 no expuestos durante 7 minutos. Se emplearon las mismas cajas de evaluacion que en
el Experimento 1 (véase aparatado de procedimientos). Todos los animales recibian una
administracion i.g. de etanol (0,0; 2,5 0 3,25 g/kg) y cinco minutos despues se evaluaba la actividad

locomotora en el ambiente durante 7 minutos.
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Resultados

ElI ANOVA para la actividad locomotora arrojo efectos principales significativos de la
habituacién previa al contexto (F173 = 34,92; p <0,01), y de tratamiento con etanol al DP32 (F, 3 =
3,31; p <0,05). No se observé una interaccion significativa entre los factores. Las pruebas post hoc
indicaron que la actividad locomotora en el campo abierto era significativamente mayor cuando el
contexto era nuevo para el animal (Figura 14, panel a). A su vez, se observd que el grupo
administrado con 2,5 g/kg etanol -pero no el que recibi6 3,25 g/kg- exhibio significativamente mayor
activacion locomotora que el grupo control administrado con vehiculo (0,0 g/kg) (Figura 14, panel
b). Estos resultados indican, que bajo las condiciones de este Experimento, la actividad motora
general disminuye cuando el ambiente deja de ser nuevo para el animal. Este efecto, sin embargo,
parece no impedir la expresion del efecto estimulante del etanol. En conjunto, estos resultados
sugieren que los efectos estimulantes de la droga no dependen solamente de una facilitacion de la

exploracidn inducida por la novedad del ambiente.
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Figura 14. Total de actividad motora en campo abierto (locomocién, segundos) en ratas adolescentes que recibieron una
administracion de etanol (2,5 o 3,25 g/kg) o vehiculo (0,0 g/kg) y que habian sido, o0 no, expuestas al ambiente de
evaluacion en el DP28 durante 7 minutos. El panel (a) grafica el efecto principal de habituacién, en el que se observa
significativamente mayor locomocion en el grupo de animales que no fueran familiarizados (habituados) previamente al
contexto de evaluacion. El panel (b) refleja el efecto principal de tratamiento con etanol, el cual indicé que la dosis de 2,5
g/kg indujo activacion motora, y que esta fue estadisticamente similar en sujetos expuestos y no expuestos a la sesion de
habituacién. Los datos fueron colapsados por el factor de sexo. Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de animales habituado y el grupo de animales no habituado al contexto de evaluacion (panel
a; p <0,01); y entre los grupos de animales que recibieron las dosis de 2,5 g/kg y 0,0 g/kg (panel b; p <0,05). Las barras
verticales indican el error estdndar de la media (EEM).
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Experimento 7: Estudio de los efectos estimulantes motores y ansioliticos inducidos por dosis

variadas de etanol en ratas Wistar exocriadas adolescentes y adultas.
Introduccion

Se ha observado que las ratas adolescentes son menos sensibles que los adultos a numerosos
efectos del alcohol, por ejemplo, a la narcosis (Silveri y Spear, 1998) y a las alteraciones motoras
(Little et al., 1996) inducidas por esta droga. Estas diferencias pueden deberse en parte a que los
adolescentes, pero no adultos, muestran una tolerancia aguda al etanol (Silveri y Spear, 2004). Del
mismo modo, la administracion de dosis bajas 0 moderadas de etanol induce facilitacion social y
supresion social, en adolescentes y adultos, respectivamente (Varlinskaya y Spear, 2002). Esta
sensibilidad diferencial hacia el etanol de los adolescentes podria ponerlos a riesgo para el desarrollo

de problemas asociados al psicotropico.

Se ha sugerido que la bldsqueda e ingesta de etanol se encuentran principalmente moduladas
por el equilibrio entre los efectos apetitivos, aversivos y/o ansioliticos de la droga (Roma et al.,
2008). Al respecto, se ha observado que los adolescentes muestran, respecto de sus pares adultos, una
sensibilidad disminuida hacia los efectos aversivos de etanol (Anderson et al., 2010; Schramm-
Sapyta et al., 2010; Vetter-O’Hagen et al., 2009). Mas especificamente, las ratas adultas evitan un
sabor asociado a los efectos de dosis de etanol > 1,0 g/kg, mientras que dicha evitacion se observa en
los adolescentes s6lo después de dosis de etanol > 2,0 g/kg (Anderson et al., 2010). Recientemente,
Varlinskaya y Spear (2010; 2012) observaron que la administracion de dosis (0,25; 0,5; 0,75 y 1,0
g/kg) de etanol revertia el estrés generado por la restriccion del movimiento en ratas adolescentes,
pero no en adultas. Poco se conoce, sin embargo, sobre la sensibilidad hacia los efectos apetitivos del
etanol en las diferentes edades. Algunos estudios han encontrado preferencia al lugar asociados a los
efectos del etanol en los adolescentes, aunque no en adultos (Pautassi et al. 2008b; Philpot et al.,
2003).

En ratones, la exposicién aguda del etanol induce activacion motora mientras la exposicion
cronica genera un aumento progresivo de la actividad motora, fendmeno conocido como
sensibilizacion motora (Faria et al., 2008). La sensibilizacién motora inducida por etanol ha sido un
fenomeno dificil de observar en ratas (Masur et al.,, 1980). Los estudios que analizan dicha
sensibilidad en ratas se han concentrado primordialmente en animales adultos; observando efectos
depresores (Chuck et al., 2006; Cunningham et al., 1993). No obstante, otro estudios han demostrado

que las ratas infantes y adolescentes muestran activacion motora inducida por la exposicion aguda al
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etanol (Acevedo et al., 2010; 2013; Arias et al., 2008; 2009b) y que esta activacion es inhibida por
tratamientos que afectan la sensibilizacion motora inducida por etanol en los ratones, entre ellos el
antagonismo de los receptores dopaminérgico D1 y opioides mu y delta. Por otra parte, el curso
temporal de los efectos agudos motores del etanol (Arias et al., 2008) y los efectos motivacionales
(Molina et al., 2006; 2007, Nizhnikov et al., 2009) es similar. En conjunto, estos estudios sugieren
que los efectos agudos motores de actividad inducidos por el etanol pueden servir como medida de
reforzamiento positivo (Pautassi et al., 2009). Los estudios con ratones sugieren que, a medida que el
organismo se desarrolla, el efecto estimulante motor agudo de etanol disminuye (Little et al., 1996;
Quoilin et al., 2012) y el efecto de supresion motora (por ejemplo, medido mediante la pérdida de
reflejo de enderezamiento) aumenta (Quoilin et al., 2010). De manera similar, Arias et al. (2009b)
encontraron una disminucion de la sensibilidad motora inducida por el efecto agudo del etanol entre
la segunda y tercera semana de vida de la rata. Consideramos necesario analizar la sensibilidad a los
efectos estimulantes motores del etanol en ratas adolescentes, y compararla con la exhibida por

sujetos adultos.

Con el fin de maximizar la posibilidad de expresién de nuestra hipotesis (i.e., efectos
diferenciales del etanol en funcion de la edad), el presente experimento empled un abanico de dosis
de etanol. A este disefio dosis-respuesta se le sumo el uso de ambos sexos y una medicion mas
detallada de la actividad locomotora. En adicién a la medicion general de duracion de locomocion se
analizé el tiempo pasado en el centro y periferia del campo abierto. El tiempo pasado en la parte
central de este aparato, asi como de la relacion centro/ total de locomocion; la disminucion de la
latencia para entrar en la parte central, o bien su inversa, el grado observado de tigmotaxis
(ambulacion en contacto con las paredes) (véase, Carola et al., 2002; Choleris et al., 2001;
Kliethermes, 2005; Prut et al., 2003; Ramos et al., 1997; 1998; 2008) pueden tomarse como
indicadores de “emocionalidad” (ansiedad). Este abordaje fue la primera aproximacion que
empleamos para mejorar la comprension del significado bioldgico de la estimulacién motora

inducida por el alcohol.
Disefio Experimental

Se utilizé un disefio factorial 2 (sexo: machos o hembras) x 2 (edad: adolescentes o adultos;
DPs 28 o 74, respectivamente) x 4 (Tratamiento con Etanol: 0,0; 0,5; 2,5 0 3,25 g/kg). Se utilizaron
16 grupos finales. Se emplearon 8 animales por cada condicion experimental. Al DP 28 o 74, los
animales fueron evaluados en campo abierto luego que recibieran una administracion intragastrica

(i.g.) de etanol.
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Procedimientos Especificos

Al dia post-natal 28 o 74 (adolescentes y adultos, respectivamente), ratas Wistar machos y
hembras recibieron una administracion intragastrica de etanol (0,0; 0,5; 2,5 o 3,25 g/kg) y luego
fueron evaluados en un campo abierto (30 x 30 x 30 cm, 0 50 x 50 x 50 cm; para adolescentes y
adultos, respectivamente) durante 7 minutos (tiempo post-administracion: 5-11 min). Se midieron la
duracion total de locomocion y el tiempo de permanencia en la zona central del campo abierto. La
locomocion se consideré como una medida de activacion inducida por etanol, mientras que tiempo
en el centro de la caja se consideré como un indicador de nivel de ansiedad. También se midieron
conductas verticales: escalamiento —“wall-climbing”- y erguimiento —rearing”-. El escalamiento se
registraba cuando los animales se paraban sobre sus patas traseras con las patas delanteras apoyadas
sobre las paredes de la caja, en tanto que si no apoyaban sus patas delanteras la conducta era

clasificada como erguimiento
Resultados

ElI ANOVA para locomocion indico efectos principales de edad, sexo y tratamiento con
etanol (Fi111 = 21,11; F1a11 = 10,47; y Fs111 = 7,24; ps <0,001, respectivamente), asi como una
interaccion significativa entre sexo y edad, Fi1111 = 7,56; p <0,01. La locomocion general fue
significativamente mayor en las hembras adultas que en el resto de las combinaciones de sexo y
edad. Un resultado importante fue que el alcohol indujo activacion motora y que este efecto
estimulante fue similar en ambas edades (véase Figura 15). Pruebas post-hoc indicaron que los
animales administrados con la dosis de 3,25 g/kg exhibieron mayor locomocion que los controles, en
tanto que la comparacién entre el grupo control (0,0 g/kg) y el administrado con la dosis 2,5 g/kg

arroj6 una significancia fronteriza (p = 0,06).
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Figura 15. Total de actividad motora (s) en campo abierto en ratas adolescentes y adultas que recibieran dosis de etanol
(0,0; 0,5; 2,5 0 3,25 g/kg). Los datos fueron colapsados por el factor sexo. El asterisco (*) indica una diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo de animales que recibié la dosis de 3,25 g/kg y el grupo que recibié 0,0 g/kg

(p <0,001). Las barras verticales indican el error estandar de la media (EEM).

Estos resultados confirman que, a pesar de ampliar el abanico de dosis bajo anélisis, los
adolescentes y adultos no exhibieron diferencias en actividad inducida por el etanol, al menos bajo
las condiciones experimentales del presente experimento.

El tiempo pasado en la zona central en el campo abierto fue similar para los adolescentes y
los adultos que fueron tratados con vehiculo, lo que sugiere que ambas edades expresaban similares
niveles de ansiedad basal. Sin embargo, los adultos —pero no los adolescentes- que recibieron las
dosis 2,5 y 3,25 g/kg de etanol, permanecieron significativamente menos tiempo en el centro, en
comparacion con controles de la misma edad tratado con vehiculo (Fs111 = 3,98; p <0,01; véase,
Figura 16). Este resultado sugiere que estas dosis de etanol incrementaron la ansiedad en las ratas
adultas, pero no en las adolescentes. El resultado es consistente con estudios previos (Varlinskaya y
Spear, 2002), donde los adolescentes fueron resistentes al efecto no ansiolitico del alcohol, medido

en una prueba de ansiedad social.
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Figura 16. Tiempo pasado (segundos) en la zona central de un campo abierto en ratas adultas y adolescentes
administradas con etanol (0,0; 0,5; 2,5 0 3,25 g/kg). La informacion esta colapsada por el factor de sexo. Los asteriscos
(*) indican una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de adultos tratados con las dosis 2,5 y 3,25 g/kg

y los dos grupos de adultos restantes (p <0,01). Las barras verticales representan los EEM.

En otros resultados, la Figura 17 indica que los animales que recibieron las dosis de 2,5y
3,25 g/kg, pero no la dosis de 0,5 g/kg de etanol, exhibieron una disminucién significativa en las
conductas verticales: escalamiento y erguimiento (Fs111 = 4,60; p <0,01; Fs111 = 8,67; p <0,05;
respectivamente), en comparacion con animales controles tratados con vehiculo. Nuevamente, no se
observaron diferencias significativas entre las dos edades en este aparente efecto depresor motor

inducido por el etanol.
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Figura 17. Duracion Total (s) de conductas verticales en campo abierto. Panel (a) el grafico indica conducta de
escalamiento, mientras que panel (b) representa la conducta de erguimiento. Ambos comportamientos provienen de ratas
que recibieron administraciones de etanol (0,0; 0,5; 2,5 0 3,25 g/kg). La informacién esta colapsada por el factor de sexo
y edad. Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos tratados con las dosis 2,5y
3,25 g/kg v los dos grupos restantes en escalamiento (p <0,01) y erguimiento (p <0,05). Las barras verticales representan
los EEM.

En conclusion, este experimento mostré que tanto adolescentes como adultos exhibieron
similar activacion locomotora inducida por etanol. Esta activacion motora se expresd
contundentemente en la dosis de 3,25 g/kg y en menor medida en la dosis de 2,5 g/kg. Posiblemente,
el hecho que esta Gltima dosis no haya sido tan efectiva como en experimentos anteriores obedezca a
diferencias en el tipo de crianza de los animales utilizadas (endocriadas en los anteriores
experimentos, exocriadas en el presente experimento). En general, los animales endocriados
expresan una menor variabilidad en la respuesta y son, por lo tanto recomendadas para estudios en
que se buscan diferencias sutiles dosis-respuesta (Festing, 2010).

Si bien nuestra expectativa era encontrar mayor sensibilidad a los efectos estimulantes del
alcohol en adolescentes, la ausencia de esta diferencia ontogenética no es completamente
inconsistente con la literatura. Estudios previos a menudo han observado diferencias en sensibilidad
hacia los efectos motivacionales del alcohol (e.g., Anderson et al., 2010; Pautassi et al., 2008b); pero
algunos han observado similar sensibilidad en ambas edades. Por ejemplo Redolat et al. (2009) y
Rezvani y Levin (2004) midieron efecto estimulante motor en adolescentes y adultos, y observaron

resultados similares a los aqui reportados.
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En general, la rata es una especie donde los efectos depresores del alcohol son mas facilmente
observables que los efectos estimulante motores (Chuck et al., 2006, Rezvani y Levin., 2004).
Algunas diferencias metodoldgicas entre estos estudios y el presente podrian explicar la relativa
facilidad con la que hemos detectado el efecto estimulante. En la mayoria de los estudios previos se
ha utilizado la via intraperitoneal, la cual usualmente favorece una tasa de absorcion mas rapida y
niveles de alcohol en sangre mayores en la misma unidad de tiempo que la via intragastrica (Walker
y Ehlers, 2009). Por lo tanto, es posible que la via i.p. favorezca la emergencia de efectos depresores
y aversivos. Por ejemplo, se ha observado que ratas Marchigian Sardinian exhiben AAS inducido por
alcohol cuando la droga es administrada i.p pero no cuando es dada via i.g. (Cicoccioppo et al.,
1999). Por otro lado, las dimensiones del campo de evaluacidn utilizadas en el presente experimento,

son mayores a la utilizadas en Chuck et al. (2006), o en Rezvani y Levin (2004).
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Experimento 7b: Niveles de Etanol en Sangre (NES) en Ratas Wistar exocriadas adolescentes y
adultas (DPs 28 o 74, respectivamente) en funcion de dosis variadas de etanol y en diferentes

momento de la curva de etanol en sangre.
Introduccion

El proposito del experimento fue analizar los NES en ratas adolescentes y adultas, tanto en
machos como en hembras, luego de la administracion de diferentes dosis de etanol y a diferentes
tiempos post-administracion, a fin de establecer el perfil metabdlico de la curva de etanol en sangre.
El objetivo era conocer el nivel de alcoholemia asociado a los efectos observados en los

experimentos previos e indagar posibles diferencias farmacocinéticas entre adultos y adolescentes.
Disefio Experimental

Se utilizé un disefio factorial 2 (sexo: machos o hembras) x 2 (edad: adolescentes o adultos;
DPs 28 o 74, respectivamente) x 3 (tratamiento con etanol: 0,5; 2,5 o 3,25g/kg). Se utilizaron 12
grupos finales. Se emplearon 6-7 animales por cada condicion experimental. Al DP 28 o 74
recibieron una administracion i.g con alguna de las 3 dosis de etanol y se tomaron 4 muestras de

sangre de cada individuo, a los 15, 30, 60 y 120 min post-administracion.
Procedimientos Especificos

Los animales adolescentes o adultos fueron sujetos una intervencion quirdrgica que permitia
recoger muestras seriadas de sangre de la auricula derecha a través de un catéter (canula) implantado
en lavena vyugular externa derechade las ratas. Para ello se usé unacénulade 13
cm aproximadamente (de polietileno, PE-50) y una aguja calibre 21 G que se utilizaba para insertar
el catéter y que ademas se adosaba a una jeringa descartable de 3 ml que contenia solucion salina
fisiolégica 0,9%. La punta de la aguja se cortaba y se limaba hasta que la superficie quedara suave,
de modo de evitar se doblara durante el proceso obstruyendo el catéter. Para una mayor descripcion,
véase Thrivikraman et al. (2002)

Un dia después de la cirugia, para verificar la permeabilidad de la canula se infundia una
porcion de solucion fisioldgica heparinizada y se esperaba 30 minutos hasta realizar la primera
extraccion de sangre. Quince minutos despues de aplicar el anticoagulante los animales recibian una
administracion i.g. de etanol (0,5; 2,5 0 3,25 g/kg). Por cada animal se obtenian cuatro muestras de

sangre, correspondiente a los minutos 15, 30, 60 y 120 post-administracion. En cada ocasion se
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recolectaban 0,1 ml (100 ul) de sangre e inmediatamente después se reponia el mismo volumen con
solucion salia fisioldgica. EI procedimiento en su totalidad no implicaba la extraccion de mas de 1%
de volumen sanguineo. Las muestra se almacenaban en viales color jarabe y se conservaban a -70° C
hasta el momento en que se analizaban, por medio de un cromatografo de fase gaseosa (Hewlett
Packard 5892 Series Il - Gas Cromathograph). Los NES se expresaron como miligramos por decilitro

de fluido corporal (mg/dl = mg%).

Resultados

Se realiz6 un ANOVA mixto de 4 vias. Como factores entre-grupos se consideraron el sexo
(machos o hembras), edad (adolescentes o adultos) y tratamiento con etanol (0,5; 2,5 0 3,25 g/kg); y
como medidas repetidas los tiempos post-administracion en que se realizaban las muestras (15, 30,
60 y 120 min). Los analisis indicaron efecto principal significativo de tratamiento con etanol (F259 =
65,82; p <0,001), una doble interaccion significativa entre tratamiento con etanol y tiempo post-
administracion (Fe177 = 6,77; p<0,001); y una triple interaccion significativa entre sexo, tratamiento
con etanol y edad (F2559 = 4,50; p <0,05). Pruebas post hoc confirmaron que, como podria esperarse,
los NES derivados de las dosis de etanol mas altas (2,5 y 3,25 g/kg) fueron, durante los dos primeros
tiempos de post-administracion (15 y 30 min), significativamente mayores que los derivados de la
dosis mas baja (0,5 g/kg). Los NES inducidos por las dosis altas disminuyeron significativamente a
partir de la primera y segunda hora, en tanto que aquellos derivados de la dosis 0,5 g/kg se
mantuvieron contantes a lo largo de los tiempos de post-administracion siendo siempre menores a los
valores alcanzados por las dosis mayores (Figura 18). En general adultos y adolescentes exhibieron
similares NES, si bien los machos adultos administrados con 2,5 g/kg y las hembras adultas que
recibieron 3,25 g/kg exhibieron un sutil, si bien significativo, incremento en NES en relacién a los
grupos adolescentes respectivos. En general, los resultados observados parecen indicar que la
ausencia de diferencias en actividad inducida por alcohol entre adolescentes y adultos (i.e.,

Experimento 7) no obedece a diferencias en la farmacocinética del alcohol entre ambas edades.
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Figura 18. Niveles de etanol en sangre (mg/dl) en ratas que recibieron una administracion i.g. de etanol (0,5; 2,5 0 3,25
a/kg), registrados a los 15, 30, 60 o 120 minutos posteriores a la intubacion de la droga. La informacion esté colapsada
por el factor de edad y sexo. El asterisco (*) indica una diferencia significativa de los NES cuando se emplearon las dosis
2,5y 3,25 g/kg al tiempo post-administracion 120 respecto de los tres otros tiempos (15, 30 y 60). El signo et (&) indica
una diferencia significativa de los NES cuando se emplearon las dosis 2,5 y 3,25 g/kg al tiempo post-administracion 60
respecto de los tiempos post-administracion (15 y 120). EI numeral (#) indica una diferencia significativa de los NES al
tiempo post-administracion 30 entre las dosis 2,5 y 3,25 g/kg. La letras alfa (a) indican una diferencia significativa de los
NES entre las dosis 0,5 g/kg y las dosis 2,5 y 3,25 g/kg en cada uno de los tiempos post-administracion (15, 30, 60 y
120). En todas las diferencias ps < 0,001. Las barras verticales indican el error estdndar de la media (EEM).
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Experimento 8: Efectos de la exposicion aguda al estrés sobre la activacion motora inducida por

etanol, en ratas machos Sprague-Dawley adultas y adolescentes.
Introduccion

La exposicion al estrés esta implicada en el consumo de drogas, el abuso y la recaida; y
algunos estudios indican diferencias en la sensibilidad al estrés relacionadas con la edad. Por
ejemplo, la privacion social aumenta radicalmente las conductas relacionadas al juego en los
adolescentes, pero en los adultos sélo las altera ligeramente (Doremus-Fitzwater et al., 2009;
Varlinskaya y Spear, 2006). Asimismo, el estrés asociado con la mera inyeccion de drogas reduce de
forma significativa la investigacion social en los adolescentes, pero no en los adultos (Varlinskaya y
Spear, 2010). Doremus-Fitzwater et al. (2009) observaron que los adolescentes eran mas sensibles
que los adultos a un nimero de respuestas fisiologicas inducida por la inmovilizacién o restriccion
del movimiento, entre ellas alteraciones en el peso corporal y aumento de los niveles de
corticosterona inducidas por dicho estresor. La administracion de etanol y el estrés provocado por la
inmovilizacion inducen por si mismos liberacion de corticosterona (McCormick, 2010) -hormona
que se ha observado induce propiedades reforzantes- (Piazza et al., 1991), y la modulacion de la
auto-administracion de etanol (Fahlke y Hansen, 1999). En conjunto, estos estudios sugieren que -
bajo ciertas circunstancias- los adolescentes serian mas vulnerables que los adultos al estrés, y que la
exposicion a condiciones estresantes podria exacerbar el efecto estimulante motor provocado por la
droga (Phillips et al., 1997)

Durante la adolescencia la interaccion con congéneres se incrementa, tanto en frecuencia
como en calidad, presumiblemente facilitando la independencia y la transicién hacia la vida adulta
(Spear, 2000). Se conoce, por ejemplo, que la exposicién crénica a la restriccion del movimiento —
tratamiento también conocido como “restraint”- produce una disminucion significativa en la
investigacion social tanto en adolescentes como en adultos, mientras que otras conductas -- como las
relacionadas al juego -- no se ven afectada por este estresor (Doremus-Fitzwater et al., 2009),
posiblemente porque los mecanismos neuronales que comparten no son comunes, y por ello
ejercerian diferentes efectos en funcion de las edades (Vanderschuren et al., 1997). A su vez, la
inhibicidn social provocada por la exposicion cronica o aguda al estresor que se observa en los
adolescentes y los adultos, logra revertirse en los mas jovenes tras la administracion de dosis bajas-
moderadas de etanol, un resultado probablemente causado por los efectos ansioliticos de la droga

(Varlinskaya y Spear, 2010; 2012). Generalmente, los adolescentes, pero no los adultos, son
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sensibles a los efectos activadores del etanol sobre las conductas sociales (Varlinskaya y Spear,
2002).

Este experimento fue realizado en ratas macho Sprague-Dawley (SD), una cepa que
habitualmente exhibe mayor consumo de alcohol que la cepa Wistar (Doremus et al., 2005) y en
donde se han documentado gran parte de las diferencias ontogenéticas en relacion a efectos
hipnoticos y ataxicos del etanol. En este experimento analizamos el impacto de dos estresores
(restriccion de movimiento o privacion social -90 min-) sobre la actividad locomotora inducida por
etanol (0,0; 1,25; 2,5 0 3,5 g/kg) en ratas machos adolescentes y adultas (dia postnatal 28 o 70,
respectivamente). Las hipdtesis eran que, a diferencia de lo observado en cepa Wistar, el tratamiento
con etanol induciria mayor estimulacion (y posiblemente menor depresion) motora en los
adolescentes que en los adultos de la cepa Wistar; y que la exposicion al estrés exacerbaria la
activacion motora inducida por el etanol, particularmente en los adolescentes.

Por otro lado, evaluamos la respuesta hormonal y farmacocinética hacia el estrés y el etanol
con el fin de analizar posibles diferencias relacionadas a la edad. Especificamente, en el Experimento
8b medimos los niveles de sangre y en cerebro de etanol (NES y NEC, respectivamente), asimismo
los niveles de corticosterona (CORT) y progesterona (PROG).

En el Experimento 10 buscamos analizar el impacto del estrés farmacol6gico disparado por la
estimulacidon enddgena de receptores opiaceos kappa. Al respecto, la inyeccion de un agonista kappa
reduce la locomocion en campo abierto en ratas adultas (Ukai y Kameyama, 1985), mientras que
induce un incremento en esta conducta en ratas infantes (Duke et al., 1997; Pautassi et al., 2012a). Se
desconocia aun, que efectos provocaria la inyeccion del agonista kappa sobre actividad espontanea
y/o la inducida por etanol en los adolescentes.

En definitiva en esta serie de experimentos buscabamos conocer el efecto del estrés sobre el
efecto estimulante motor del etanol; y posibles diferencias entre edades en este efecto. Solamente se
emplearon machos ya que los mismos ha sido usualmente el foco de los trabajos previos que, en esta

cepa, analizaron diferencias ontogenéticas en relacion al etanol (e.g., Broadwater y Spear, 2014).
Disefio Experimental

Se empled un disefio 2 (edad DPs 28 o 70: adolescentes o adultos, respectivamente) x 3
(exposicion a estres: sin manipulacion —control-, 90 minutos: restriccion de movimiento —“restraint”-
o0 privacion social) x 4 (tratamiento con etanol: 0,0; 1,25; 2,5 0 3,5 g/kg). Se emplearon 12 animales

por cada una de las 24 condiciones experimentales.
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Procedimientos Especificos y Evaluacion

Exposicidn al Estrés: en los dias postnatales DPs 28 o 70 los animales se retiraban de sus

cajas estandar de alojamiento durante 90 minutos y eran aleatoriamente distribuidos en las siguientes
condiciones: a) restringidos de movimiento: estos animales eran confinados a un tubo de acrilico
(Braintree Scientific, Braintree, MA) de tamafio y medidas acorde a las edades (4,7 x 15,24 cm y
8,567 x 21,51 cm (didmetro x largo -adolescentes y adultos-; respectivamente), b) privados
socialmente: alojados individualmente en cajas estandar; y c) grupo sin manipulacion: alojados con
un par de la misma camada y edad. Una vez trascurridos 90 minutos todos los animales recibian una
dosis de etanol (0,0; 1,25; 2,5 0 3,5 g/kg).

Actividad Locomotora inducida por etanol posterior al Estrés: La evaluacion de locomocion

se realizaba, a partir del minuto 5 post-administracion. Los animales eran apoyados en el centro de la
caja de actividad (42 x 42 x 31) y se registraba la distancia total recorrida (cm) minuto a minuto
durante 15 minutos (5-19 min post-administracion) por medio de un sistema de monitoreo

automatizado (Versamax; Accuscan Instruments, Columbus, OH).

Resultados

Los ANOVAs indicaron diferencias significativas entre los adultos y adolescentes en
referencia a la actividad espontanea y la inducida por el etanol. Especificamente, a través de un
ANOVA mixto de cuatro vias (edad x tratamiento con etanol x exposicion a estrés x minutos de
evaluacion) se observo un efecto principal de edad (F1, 264 = 11,09, p <0,001), una doble interaccion
entre edad x tratamiento con etanol (Fs, 264 = 17,40; p <0,001) y una triple interaccion entre tiempo
de evaluacion, edad y tratamiento con etanol (Fa42, 3696 = 3,48; p <0,001). Las pruebas post-hocs
indicaron que los adultos mostraron significativamente mayor locomocion general que los
adolescentes. A su vez, las ratas adolescentes pero no las adultas exhibieron activacion motora
inducida por etanol en comparacion con sus pares de la misma edad tratados con vehiculo, efecto que

resulté significativamente mas pronunciado durante los primeros 5 minutos de evaluacion.

Las diferencias relacionadas con la edad sobre la locomocién inducida por las diferentes dosis
de etanol durante los primeros 5 minutos de evaluacién -cuando los efectos activadores eran
maximos- fueron también analizadas a través puntuaciones z, con transformaciones llevada a cabo
por separado para cada edad empleando los respectivos grupos controles (0,0 g/kg) como referencia.

El ANOVA factorial (edad x tratamiento con etanol) sobre los valores estandarizados revelé un
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efecto principal significativo de la edad, y una interaccion significativa edad x tratamiento con etanol
(F1210 = 81,16; p <0,001, Fz2210 = 4,56; p <0,05; respectivamente). Los adolescentes fueron
significativamente mas sensibles a la activacion motora inducida por el etanol que los adultos, y este
efecto se incrementaba con las dosis de etanol. Las medias y errores estandar de los puntajes de
actividad estandarizados en adolescentes y adultos fueron: 1,83 £ 0,28; 2,76 + 0,32; 3,03 + 0,73 y
0,04 £ 0,20; 0,05 £ 0,27; -1,10 £ 0,26; para los animales que recibieron las dosis 1,25; 2,5y 3,5 g/kg
de etanol, respectivamente. En base a estos resultados los analisis estadisticos en este y en el préximo
Experimento se llevaron a cabo separadamente para cada edad.

Adolescentes: como se muestra en la Figura 19a, los adolescentes exhibieron mayormente
efectos estimulantes del alcohol, siendo los efectos dependientes de las dosis y fueron mas marcados
durante la parte inicial de la evaluacion (primeros minutos). El analisis estadistico arrojo efectos
significativos principales de tratamiento con etanol y de minutos de evaluacién (Fszi13, = 3,19; p
<0,01; Fi41848 = 451,72; respectivamente, p <0,001) y una interaccion significativa entre estos
factores (Fs2, 1848 = 9,11; p <0,001). Las comparaciones planeadas indicaron que aquellos animales
que recibieron las dosis 3,5 0 2,5 g/kg de etanol, exhibieron significativamente mayor actividad
motora que los animales del grupo control que recibieron agua durante los primeros cinco minutos de
evaluacion, mientras que aquellos que recibieron la dosis 1,25 g/kg de etanol exhibieron
significativamente mayor actividad motora que los animales del grupo control durante los minutos de
evaluacion 5 al 7. Los animales que recibieron la dosis mayor (3,25 g/kg) mostraron una actividad
motora significativamente mayor que aquellos animales que recibieron la dosis de 1,25 g/kg durante
los minutos 5 y 6 post-administracion y significativamente mayor actividad que aquellos que
recibieron la dosis 2,5 g/kg durante el minuto 5 de evaluacion. El estrés provocado por la restriccion
de movimiento o por la privacion social no ejerci6 incidencia significativa sobre la actividad de los
adolescentes ni se vio implicado en interacciones significativas. La actividad en funcion del estrés se

muestra en la Figura 19b
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Figura 19. Efecto del tratamiento con etanol (0,0; 1,25; 2,5 0 3,5 g/kg; ig) y de la exposicion a estrés (sin manipulacion,
restriccion del movimiento o privacion social; 90 min) sobre la actividad motora en ratas adolescentes machos. La figura
representa la distancia recorrida (cm) en funcion del tratamiento de etanol (panel a) y la exposicidn a estrés (panel b) a
partir de minuto 5 al 19 post-administracion. El asterisco (*) indica una diferencia significativa en los minutos 5, 6, 7, 8 y
9 de la evaluacién, entre el grupo que recibi6 vehiculo (0,0 g/kg) vy las dosis mayores 2,5y 3,5 g/kg de etanol. El numeral
(#) indica una diferencia significativa en los minutos 5, 6 y 7 de la evaluacion, entre los grupos que recibieron 0,0 y 1,25
a/kg. El signo et (&) indica una diferencia significativa en los minutos 7 y 8 de la evaluacion entre los grupos que
recibieron las dosis de etanol 3,5y 1,25 g/kg. La letra alfa (o) indica una diferencia significativa entre las dosis de etanol
mayores (3,5 y 2,5 g/kg). En todas las diferencias ps < 0,001. Las barras verticales indican los errores estandar de la
media (EEM).
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Adultos: Los efectos observados en los adultos fueron marcadamente diferentes a los
observados en los adolescentes. La Figura 20a muestra un aumento rapido aunque transitorio en la
locomocion seguido de un efecto supresor motor a lo largo de la evaluacion en los animales que
recibieron las dosis 2,5 y 3,5 g/kg de etanol. EI ANOVA arrojo6 efectos significativos principales de
exposicion a estrés (F3 13, = 23,67; p <0,01); tratamiento con etanol y minutos de evaluacion (F213, =
6,99; Fi418s8 = 377,01; respectivamente, ps <0,001). Asimismo, se observaron interacciones
significativas del tratamiento con etanol x minutos de evaluacion, y de exposicién a estrés x minutos
de evaluacion (Fsp1ss8 = 6,59; Fa21818 = 3,98; respectivamente, p <0,001). Las comparaciones
planeadas indicaron que aquellos animales que recibieron la dosis 2,5 g/kg de etanol mostraron
significativamente mayor activacion motora que los sujetos del grupo control, aunque sélo durante el
primer minuto de evaluacion. Este efecto de activacion moderada inducida por el etanol cambid de
manera rapida a una drastica supresion de la actividad. Las comparaciones planeadas indicaron que
aquellos animales que recibieron la dosis 3,5 g/kg de etanol mostraron significativamente menor
actividad que los sujetos tratados con vehiculo (0,0 g/kg) desde el minuto 6 post-administracion hasta
el final de la evaluacién. De modo similar, los animales que recibieron la dosis 2,5 g/kg de etanol
mostraron menor locomocion que sus pares del grupo control durante los minutos 8 al 14 post-
administracion.

Los analisis post-hoc respecto a la interaccion entre la exposicion a estrés y los minutos de
evaluacion mostraron que las ratas adultas expuestas a la privacion social, aunque no a la restriccion
del movimiento, exhibieron un aumento general de la locomocion respecto del grupo de animales sin
manipulacion durante los minutos 5 al 10 post-administracion. El efecto de privacion social sobre la
actividad motora se puede ver ilustrado en la Figura 20b, el cual fue similar a través de los sujetos

que recibieron las dosis de etanol o vehiculo.
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Figura 20. Efecto del tratamiento con etanol (0,0; 1,25; 2,5 0 3,5 g/kg; i.g.) y de la exposicidn a estrés (sin manipulacién,

restriccion del movimiento o privacion social; 90 min) sobre la actividad motora en ratas adultas machos. La figura

representa la distancia recorrida (cm) en funcién del tratamiento con etanol (panel a) y la exposicién a estrés (panel b) a

partir de minuto 5 al 19 post-administracién. EI numeral (#) indica una diferencia significativa en los minutos 6 al 19 de

evaluacion entre los grupos que recibieron 0,0 y 3,5 g/kg. El signo et (&) indica una diferencia significativa entre los

grupos que recibieron 0,0 y 2,5 g/kg, en los minutos 1, 8 al 14 de evaluacion. La letra alfa (o) indica una diferencia

significativa entre el grupo de animales que sufrié privacion social y el grupo de animales sin manipulacion, en los

minutos 5 al 10 de evaluacidn. En todas las diferencias ps < 0,001. Las barras verticales indican los errores estandar de la

media (EEM).
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Experimento 8b: Niveles de Etanol en Sangre y Cerebro, Corticosterona y Progesterona en ratas

machos Sprague-Dawley adultas y adolescentes privadas socialmente.
Introduccion

Para analizar correlatos fisiologicos de la activacion inducida por etanol y posibles
diferencias metabolicas del alcohol entre adultos y adolescentes se midieron los NES, NEC, CORT y
PROG (niveles etanol en sangre, en cerebros, corticosterona y progesterona; respectivamente) en
ratas machos adolescentes y adultas que fueron privadas socialmente durante 90 minutos y en un
tercer grupo de ratas adolescentes que permanecia alojado con un par del mismo sexo y edad sin
manipulacion. Todos los animales recibieron una dosis 3,5 g/kg de etanol previo a que se
recolectaran muestras de sangre. Se utilizé la dosis mas alta porque resulté la mas efectiva para
indicar diferencias entre las edades; esto es en los adolescentes provoco un incremento en la
locomocion durante los primeros minutos y una disminucion dréstica de la actividad en los adultos
respecto de sus respectivos controles. Se empled la privacién social como Unico estrés, puesto que a
diferencia de la restriccion del movimiento, este tipo de estrés alter6 significativamente la

locomocion en el Experimento 8. Se emplearon entre 7-8 animales por cada condicion.
Resultados

Los NES fueron ligera, aunque significativamente, mayor en los adolescentes que en los
adultos expuestos a 90 min de privacion social, F219 = 3,73; p <0,05. Las pruebas post-hoc indicaron
que tanto los adolescentes que no fueron privados socialmente (adolescente n-privados) como
aquellos adolescentes que sufrieron 90 minutos de privacion social (adolescente 90-privados)
mostraron niveles similares de etanol en sangre. Asimismo, los dos grupos anteriores presentaron
mayores NES de los adultos que sufrieron 90 minutos de privacion social (adulto 90-privados). Por
otra parte, el ANOVA para los NEC indicé ausencia de diferencias entre los grupos. Las medias y
errores estandar para los NEC y NES fueron los siguientes 138,89 + 18,50 mg% y 160,94 + 17,68
mg%; 138,17 + 16,57 mg% y 147,67 + 16,81 mg%,; y 129,74 + 14,95 mg% y 104,21 + 8,09 mg%, en
los grupos adolescente n-privados; adolescente 90-privados y adulto 90-privados, respectivamente.

Los niveles de CORT y PROG fueron significativamente mayor en los adolescentes
expuestos, 0 no, a 90 minutos de privacion social que en los adultos (F219 = 6,45; p <0,01, Fp19 =
9.06; p <0,01, respectivamente). Las medias y errores estandar de los niveles de CORT y PROG
fueron los siguientes como sigue: 309,71 + 48,07 y 20,07 £ 2,94 ng/mL (adolescente n-privado);
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320,62 + 16,18 y 22,50 = 2,07 ng/mL (adolescente 90-privado) y 186,28 + 12.32 y 9,14 + 1.98
ng/mL (adulto 90-privado).
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Experimento 9: Efectos de la exposicion a diferentes magnitudes de privacion social sobre la

actividad inducida por etanol en ratas Sprague-Dawley machos adultas y adolescentes
Introduccion

Se evaluaron los efectos del estrés, inducido por diferentes magnitudes de privacion social,
sobre la actividad motora inducida por una dosis alta de etanol (3,5 g/kg), en ratas machos adultas y
adolescentes. Para ello se empled un disefio 2 (edad: adolescentes o0 adultos) x 3 (exposicidn a estrés:
sin manipulacion —grupo control-, 90 o 180 minutos de privacion social) x 2 (tratamiento con etanol:
0,0 0 3,5 g/kg). Se emplearon entre 10 a 11 animales por cada condicion experimental.

En este experimento se busco estudiar en mayor profundidad los efectos de privacion social
(90 o 180 minutos, inmediatamente previos a la evaluacion de actividad) en ratas adolescentes y
adultas, y las interacciones potenciales entre los efectos motores inducidos por etanol y este estreés.
En el Experimento 8 dicho estresor fue capaz de alterar la actividad motora general en los adultos,
aunque no en los adolescentes. Asimismo empleamos la dosis de etanol que, en el Experimento 8,
indujo maxima activacién y supresion motora en adolescentes y adultos, respectivamente (3,5 g/kg).
La hipotesis era que el hecho de aumentar la magnitud de privacion social permitiria observar una

posible potenciacion de la activacion motora inducida por etanol en los adolescentes.
Procedimientos Especificos y Evaluacion:

Exposicidn al Estrés: en los dias postnatales DPs 28 o 70 los animales eran retirados de sus

cajas de alojamiento y eran aleatoriamente distribuidos en las siguientes condiciones: a) privados
socialmente durante 180 minutos, esto era, alojados individualmente en cajas estandar; b) privados
socialmente durante 90 minutos ¢) y un grupo sin manipulacion (alojados con un par de la misma

camada y edad).

Actividad Locomotora inducida por etanol posterior al Estrés: Inmediatamente luego de la

exposicion (0 no) a estrés los animales eran intubados con etanol (0,0 o 3,5 g/kg) y regresados a sus
cajas por 5 minutos hasta que comenzaba la evaluacién de locomocién. Para la evaluacion de la
actividad se siguieron los mismos procedimientos que los descriptos en el apartado de

procedimientos del Experimento 8.
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Resultados

Adolescentes: EI ANOVA indic6 un efecto principal de minutos de evaluacion y una
interaccion significativa entre este factor y el tratamiento con etanol (Fi4,924 = 312,05; F14.924 = 23,55,
ambas p <0,001). Las comparaciones planeadas indicaron efectos de estimulacion motora inducida
por etanol durante los minutos iniciales de evaluacion. Los animales tratados con etanol exhibieron
una supresion motora significativa desde el minuto 13 post-administracion hasta el final de la
evaluacion, respecto de los animales tratados con vehiculo (Figura 21a). La exposicion a estrés no
ejercié efecto principal significativo ni interactivo (Figura 21b).
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Figura 21. Efecto del tratamiento con etanol (0,0 0 3,5 g/kg; ig) y de la exposicidn a estrés (sin manipulacion, privacion
social; 90 o 180 min) sobre la actividad motora en ratas adolescentes machos. La figura representa la distancia recorrida
(cm) en funcién del tratamiento con etanol (panel a) y la exposicion a estrés (panel b) a partir de minuto 5 al 19 post-
administracion. El asterisco (*) indica una diferencia significativa entre el grupo que recibi6 vehiculo (0,0 g/kg) y el que
recibid la dosis 3,5 g/kg de etanol, en los minutos 5, 6 y del 13 al 19 de la evaluacién (p <0,001). Las barras verticales

indican los errores estandar de la media (EEM).
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Adultos: el ANOVA indicd efectos principales significativos de exposicion a estrés (Fig =
54,27; p <0,05), tratamiento con etanol y minutos de evaluacion (Foe0 = 4,56; Fi4g840 = 189,73;
respectivamente, p <0,001) e interacciones significativas de tratamiento con etanol y minutos de
evaluacion (Fi4.840 = 16,34; p <0,001), y entre este ultimo factor con la exposicion a estrés (Faggso =
1,86; p <0,01). Las comparaciones planeadas indicaron que los animales tratados con etanol
exhibieron significativamente mas activacion motora que sus pares controles, pero sélo durante el
primer minuto de evaluacion. Los animales tratados con etanol exhibieron significativamente menor
actividad motora que los animales tratados con vehiculo desde el minuto 7 post-administracion hasta
el final de la evaluacion. Como se puede observar en la Figura 22a, la magnitud de la supresion
motora fue considerable, puesto que los adultos tratados con etanol mostraron una actividad casi nula
en el dltimo tramo de evaluacion. Por otro lado, los adultos que sufrieron 180 minutos privacion
social mostraron significativamente mayor actividad general que el grupo de animales sin
manipulacion en los minutos 5, 6, 8, 9 y 10 post-administracion. Los efectos del etanol sobre la
actividad motora fueron similares entre los animales estresados y aquellos que no tuvieron

manipulacion. Los efectos del estrés inducidos por la privacion social se muestran en la Figura 22b.
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Figura 22. Efecto del tratamiento con etanol (0,0 o0 3,5 g/kg; ig) y la exposicion a estrés (sin manipulacion, privacion
social; 90 o 180 min) sobre la actividad motora en ratas adultas machos. La figura representa la distancia recorrida (cm)
en funcién del tratamiento de etanol (panel a) y la exposicién a estrés (panel b) a partir de minuto 5 al 19 post-
administracion. El asterisco (*) indica una diferencia significativa entre el grupo que recibié vehiculo (0,0 g/kg) y el que
recibid la dosis 3,5 g/kg de etanol, en los minutos 5, y del 7 al 19 de la evaluacion (p <0,001). EI numeral (#) indica una
diferencia significativa entre el grupo sin manipulacion y el grupo 180 minutos privado socialmente, en los minutos 5, 6,

8y 9 de la evaluacion (p <0,01). Las barras verticales indican los errores estandar de la media (EEM).
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Experimento 10: Actividad Locomotora inducida por Etanol después de la Exposicion a un Estres

Farmacologico (agonista kappa U62,066E) en ratas adolescentes Sprague-Dawley.
Introduccion

Un resultado llamativo de los experimentos anteriores era la relativa falta de sensibilidad de
los adolescentes al estrés social o psicoldgico (privacion social y/o restriccion del movimiento). En
este experimento se evaluaron los efectos de una fuente alternativa de estrés sobre la actividad
espontanea e inducida por etanol en los adolescentes. Méas especificamente, se analiz6 el efecto de la
exposicién a un estrés farmacoldgico, inducido por la administracion de un agonista kappa
U62,066E, sobre la actividad subsiguiente inducida por etanol en ratas adolescentes machos y

hembras.
Disefio Experimental

Se empled un disefio 2 (sexo: machos o hembras) x 3 (dosis de U62,066E: 0,0; 1,0 0 5,0
mg/kg) x 2 (Tratamiento con etanol: 0,0 o 2,5 g/kg). Se utilizaron entre 9 a 10 animales por
condicion experimental. Asimismo, los animales tratados con etanol fueron sacrificados al finalizar

la evaluacion y se tomaron muestran de sangre para determinar las concentraciones de etanol.
Procedimientos Especificos

El estrés farmacoldgico se indujo por medio de la administracion del agonista opiaceo kappa
U62, 066E quince minutos antes de la intubacion de una dosis 2,5 g/kg de etanol. La actividad
motora inducida por etanol se evalud a partir de los 5-19 min post-administracion. Al finalizar la
evaluacion los animales eran sacrificados por decapitacion y se tomaban muestras de sangre para
estimar los NES. La dosis de etanol y tiempos de post-administracion fueron seleccionados sobre la
base de los resultados del Experimento 8. Asimismo, se exploraron posibles diferencias de sexo hacia
la reactividad inducida por el etanol -que no se habian medido en los experimentos anteriores- y

respuesta a la activacion del receptor kappa.
Resultados

El ANOVA para la actividad inducida por etanol indico efectos principales de tratamiento
con etanol (F1 105 = 11,07; p <0,01), dosis de U62, 066E y minutos de evaluacion (F, 105 = 57,94; p
<0,01; F141470 = 456,32; p <0,001; respectivamente). La doble interaccion entre dosis de U62, 066E

X minutos de evaluacion (Fzs 1470 = 18,46; p <0,001) y tratamiento con etanol x minutos de
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evaluacion (Fis1470 = 13,96; p <0,001) alcanzaron significacion estadistica, asi como la triple
interaccion entre dosis de U62, 066E, tratamiento con etanol, y minutos de evaluacion (Fag 1470 =
2,24; p <0,001). El sexo no ejerciod efecto principal significativo alguno ni estuvo implicado en otras
interacciones significativas. Como se observa en la Figuras 23a y 23b y como indicaron las
comparaciones planeadas, los animales tratadas con etanol mostraron significativamente mayor
activacion motora que aquellos animales que recibieron sélo vehiculo (0,0 g/kg), y que la inyeccion
del agonista kappa U62, 066E disminuyo drésticamente las puntuaciones globales de locomocion.

Para comprender mejor la triple interaccion entre los factores mencionados, se realizaron
ANOVAs de medidas repetidas para a) cada dosis del agonista kappa U62, 066E (factor entre-
grupo: tratamiento con etanol) y b) para cada una de las dos dosis de etanol (0,0 o0 2,5 g/kg) (factor
entre-grupo: dosis U62, 066E).

En ausencia del agonista kappa U62, 066E (0,0 mg/kg), el tratamiento con etanol indujo un
efecto activador durante los minutos 5 al 9 post-administracion (Fi4240 = 13,48; p <0,001). Dicho
efecto se vio significativamente inhibido en aquellos animales que recibieron las dosis 1,0 o0 5.0
mg/kg de U62, 066E (F14 532 = 2,25; p <0,01; F14 532 = 2,73; p <0,001; respectivamente).

Los ANOVAs para los animales tratados con etanol (efecto de agonismo kappa, Fas 784 =
11,75; p <0,001) y los animales tratados con vehiculo (efecto de agonismo kappa, Fzs 770 = 8,96; p
<0,001), junto a las comparaciones planeadas subsiguientes indicaron que el efecto supresor motor
de U62, 066E en la actividad motora espontanea (minutos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,15, 16 y 17) o
la inducida por etanol (minutos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 19) fue significativamente mayor
en los animales que recibieron la dosis de 5,0 mg/kg respecto al grupo que rebibi6é vehiculo (0,0
mg/kg U62, 066E). Las comparaciones planeadas indicaron también un efecto supresor provocado
por la dosis de 1,0 mg/kg U62, 066E sobre la actividad motora espontanea (minutos 9, 10, 11 y 13)
o la inducida por etanol (minutos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 18 y 19) respecto de grupo que rebibio
vehiculo (0,0 mg/kg U62, 066E).

ElI ANOVA de dos vias indic6 que el tratamiento de U62, 066E que era inyectado 15 minutos
previos a la administracion del etanol no alterd los NES. Las medias y errores estandar para los NES
de aquellos animales que recibieron 0,0; 1,0 y 5,0 mg/kg U62, 066E fueron los siguientes: 175,06 +
949 mg%, 14623 + 1347 mg% y 142,13 + 11,74 mg%, respectivamente.

113



Distancia Recorrida (cm)

Distancia Recorrida (¢cm)

700

600 ~

500 ~

400 -

300 -

200 -

100 -

Seccién 11

Tratamiento con Etanol: 0,0 g/kg

a)
Dosis de U62,066E
Bs -0 0,0 mg/kg
% ~-O- 1,0 mg/kg
B -l 50mgkg
[ %
%_‘:._ s
% 8 EI ’ B B
Roree o0 o 8. .0
LK TR g L SEEEE SN - E | SR CP © ST i‘ %

700

600 -

500 +

400

300 -

200 A

100

T T T T T T T T T T T T T T T

5 6 7 § 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Tiempo post-administracion (min)

Tratamiento con Etanol: 2,5 g/kg

b)
° Dosis de U62,066E
% O+ 0,0 mgkg
O 1,0 mglkg
:'.:Z‘HBS
L §
§ﬁ5 o
S-S
3. 25
[ §§ 2 5@ ﬁg P
. Bam igow ?:% g ®Bowig g

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Tiempo post-administracion (min)

114



Seccién 11

Figura 23. Efecto del tratamiento de etanol (0,0 o 2,5 g/kg; ig) y de la dosis de U62, 066E (0,0; 1,0 o 5,0 mg/Kkg, i.p.) sobre la
actividad motora en ratas adolescentes. La figura representa la distancia recorrida (cm) en funcion de la dosis de U62, 066E en
animales tratados con vehiculo (panel a) y etanol (panel b) a partir del minuto 5 al 19 post-administracion. La informacién se encuentra
colapsada por el factor sexo. La letra alfa (o) indica una diferencia significativa entre el grupo que recibié 5,0 mg/kg y el grupo que
recibié 0,0 mg/kg de U62, 066E; los cuales recibieron posteriormente una dosis de 0,0 g/kg (panel a; minutos 5-13, 15-17 de la
evaluacion) o una dosis 2,5 g/kg de etanol (panel b; en los minutos 5-15 y 19 de la evaluacion). La letra beta (B) indica una diferencia
significativa, entre el grupo que recibié 1,0 mg/kg y el grupo que recibi6 0,0 mg/kg de U62, 066E; los cuales recibieron posteriormente
una dosis de 0,0 g/kg (panel a; minutos 5, 9, 10, 13 de la evaluacion) o una dosis 2,5 g/kg de etanol (panel b; minutos 6-12, 15, 18 y 19
de la evaluacion). La letra delta (8) indica una diferencia significativa entre el grupo que recibié 1,0 mg/kg y el grupo que recibié 5,0
mg/kg de U62, 066E; los cuales recibieron posteriormente una dosis de 0,0 g/kg (panel a; minutos 5-8, y 19 de la evaluacién) o una
dosis 2,5 g/kg de etanol (panel b; minutos 5-10 de la evaluacién). En todas las diferencias ps < 0,001. Las barras verticales indican los
errores estandar de la media (EEM).

La hipdtesis que los adolescentes mostrarian mayor sensibilidad a la locomocion inducida por
etanol y al estrés que los adultos; y que el estrés podria exacerbar el efecto estimulante motor del
etanol fue parcialmente corroborada en la serie de experimentos precedentes (Experimento 8 y 9).
Observamos que los adultos, aunque no los adolescentes, fueron afectados por 90 o 180 minutos de
privacion social. El efecto inducido por la restriccion aguda del movimiento fue sorprendentemente
ineficaz en alterar la locomocion espontanea o la inducida por etanol en ambas edades. La diferencia
quiza mas consistente fue que los adolescentes, en comparacion con los adultos, resultaron mas
sensibles a la estimulacion motora inducida por el etanol y mas resistentes a los efectos sedativos de
la droga. La sedacién motora observada en los adultos se produjo poco después de la administracion
de la droga y se mantuvo durante toda la evaluacién, asimismo fue mas pronunciada que en los
adolescentes. Estos resultados son comparables a los observados por Varlinskaya et al. (2010), en la
que los adolescentes fueron més sensibles que los adultos a la facilitacion social inducida por dosis
bajas de etanol, aunque mas resistentes a la inhibicion social inducidos por dosis altas de etanol.

Los adolescentes fueron sensibles al estrés farmacoldgico inducido por la inyeccion del
agonista kappa U62, 066E (Experimento 10). Este perfil de locomocion no parece ser el mismo a lo
largo de la ontogenia. Mientras que la inyeccién del agonista kappa incrementa la locomocion en los
infantes (Duke et al., 1997; Pautassi et al., 2012a), en adultos (Ukai y Kameyama, 1985) y en
adolescentes -como hemos observado en el Experimento 10- provoca una disminucion drastica de la
locomociodn general y la inducida por el etanol tras la inyeccion del agonista kappa

A diferencia de otros estudios en donde los adolescentes fueron mas sensibles que los adultos
a la interaccion entre el estrés y el etanol, aqui el estrés no altero significativamente el efecto
estimulante motor inducido por el etanol. Esto pudo derivarse de diferencias en los procedimientos
entre los estudios. Los estudios que han encontrado mayor sensibilidad al etanol en los adolescentes

luego de exposicion a estrés han empleado pruebas con un fuerte componente social; por ejemplo,
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mostrando que el etanol reduce en los adolescentes, pero no en los adultos, la ansiedad social
provocada por estrés agudo (Varlinskaya y Spear, 2012). Posiblemente, las variables que
consideramos para ejercer estrés (restriccion motriz y privacion social) tengan un componente social
mas fuerte asociado a los efectos de la droga en términos de facilitacion o inhibicion social que la
variable de locomocién que tomamos en consideracion. De modo que pudieron verse opacados, en

parte, los efectos entre el estrés y la locomocion inducida por el etanol entre las edades.
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Experimento 11. Relacion entre el efecto estimulante y ansiolitico inducido por el etanol en un
campo abierto, un laberinto elevado en cruz y una caja de luz-oscuridad. Consumo de la droga tras

una administracion aguda de la misma en ratas adolescentes.

Introduccion

El objetivo del Experimento 11 era refinar y entender el significado o rol funcional del efecto
estimulante motor inducido por la administracion aguda de etanol en ratas adolescentes. Buscabamos
conocer si el incremento en la locomocion tras la administracion aguda de etanol era un indicador de
reforzamiento apetitivo (hipotesis A); o si bien dicho incremento era indicativo de una propiedad
ansiolitica del etanol (hipotesis B). De hecho, podia ser que el etanol estuviese aminorando la
ansiedad o temor de los animales al campo abierto y que, por lo tanto, facilitara la exploracion
debido a su propiedad ansiolitica. Era posible también que el incremento fuera un reflejo de ambos
efectos (hipotesis C).

Para analizar este interrogante los animales fueron administrados con alcohol y luego
evaluados secuencialmente (esto es, durante el mismo proceso de intoxicacién) en tres pruebas
(campo abierto -CA-, laberinto elevado en cruz -LEC-, y caja de luz-oscuridad LO), todas ellas
durante la parte ascendente de la curva de intoxicacion de alcohol en sangre. Se realizaron analisis de
correlaciones entre las principales variables obtenidas en cada prueba, a saber: locomocion general
en CA y % de entradas en brazos cerrados (brc) en laberinto elevado en cruz entre otras (seran
descriptas en el apartado de analisis de datos). Dicha estrategia sirvid para responder provisoriamente
a las principales preguntas bajo analisis. Por ejemplo, si la locomocion inducida por alcohol en CA
estaba asociada a los efectos ansioliticos del etanol medidos en LEC esto apoyaria a la hipotesis A;
en tanto que si se asociaba a la actividad inducida por la droga en LEC la hipétesis B seria la
favorecida. En otras palabras, la presencia de correlaciones significativas entre los puntajes de
activacion motora inducida por alcohol en campo abierto y los puntajes de baja ansiedad en laberinto
en cruz serviria como evidencia que los efectos estimulantes de esta droga en campo abierto
reflejaban, al menos en parte, sensibilidad a efectos ansioliticos. Asimismo, se utilizaron los puntajes
del LEC para dividir entre sujetos con alta- media- y baja- sensibilidad a los efectos ansioliticos del
alcohol e indagar si estas subpoblaciones de sujetos exhibian un perfil diferencial de consumo de
alcohol. Finalmente, los puntajes obtenidos en CA, LEC y LO de los sujetos control (i.e., sin
exposicion previa al alcohol), se utilizaron como variables predictoras sobre el consumo de la droga,
en un modelo de regresion multiple. Con estos analisis buscabamos encontrar predictores de ingesta
de alcohol en adolescentes y discriminar entre grupos con probabilidad exacerbada al consumo de

esta sustancia.
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Disefio Experimental

Se empleo un disefio factorial 2 (sexo: macho o hembra) x 6 (tratamiento con etanol al DP28:
0,0; 0,5, 1,25, 2,5, 3,25 g/kg o sin manipulacién [NT]) x 2 (orden de presentacion de pruebas: CA-
LEC + LO o LEC-CA + LO). Se emplearon un minimo de 12 y un m&ximo de 13 animales por cada
una de las 24 condiciones experimentales. EI grupo de animales NT eran removidos de sus ambiente

de alojamiento y directamente evaluados en el LEC, CA y LO sin recibir administracion alguna.
Aparatos Pruebas de Comportamiento al DP 28

Laberinto en Cruz Elevado (LEC): la superficie (cuatro brazos y un plataforma central) y las

paredes para dos de los cuatro brazos estaban hechas de material de alto impacto negro (espesor: 0,03
cm). Los brazos se disponian en forma de cruz y cada brazo media 45 cm de largo y 5 cm de ancho.
Un par de brazos opuestos estaban cerrados con paredes (45 x 5 x 45 cm; largo, ancho vy altura;
respectivamente). La plataforma central interconectaba los cuatro brazos (5 x 5 cm). El aparato se
encontraba elevado a 50 cm del suelo. A su vez, cada brazo se encontraba subdividido en tres
sectores de menor a mayor longitud comenzando desde la plataforma central hacia los extremos. El
primer sector constaba de 10 cm, el segundo sector 15 cm y el tercer sector 20 cm de longitud.
Brazos cerrados: sector 1: [1-CA], sector 2 [2-CA] y sector 3 [3-CA]. Brazos abiertos: sector 1: [1-
OA\], sector 2 [2-OA] vy sector 3 [3-OA]: Las medidas registradas fueron el nimero de entradas y
tiempo transcurrido en los brazos abiertos (bra) y en los cerrados (brc), que resultaban de la
sumatoria de valores obtenidos en cada sector. A su vez se calculd el porcentaje de tiempo en los
brazos abiertos (indice de ansiedad). Las conductas que se registraron se describen en la Tabla 4:

e Tiempo (segundos) y numero (frecuencias) de entradas a los brazos abiertos (bra) y
cerrados (brc): esto implica siempre que el animal entra en cada brazo con sus cuatro patas.

eCantidad de transiciones entre los sectores abiertos y cerrados y/o plataforma central
(0-PC). La sumatoria de entradas en los sectores es considerado como indice de actividad

general.

Campo Abierto (CA): Consistia en un cubo de madera (30 x 30 x 30 cm) forrado con férmica

negra. El piso estaba dividido por lineas blancas en 25 cuadrados de 6 x 6 cm cada uno, que dividia a
la superficie en dos areas: a) periférica -implicaban los cuadrantes adyacentes a las paredes de la caja
(cantidad: 16); y b) central -implicaba el cuadrante del centro (cantidad: 1) que es rodeado por el
resto de los cuadrantes de la caja, que no pertenecian o representaban el area periférica (cantidad: 8).

[\Véase Grafico 1]. Las conductas que fueron registradas (véase Tabla 4) fueron:
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e Tiempo Total (s) de locomocién en ambas zonas (centro y periferia) del campo
e Cantidad (f) en la zona central del campo

e Cantidad (f) en la zona periférica del campo.

Caja Luz-Oscuridad (LO): caja (43 x 25 x 30 cm; largo, ancho, altura) de material de alto

impacto negro y blanco (espesor: 0,03 cm). La caja estaba dividida en dos compartimentos por medio
de un panel que tenia un corredor o pasillo (6,5 x 6,5 cm) que permitia al animal pasar de
compartimento a otro. Un compartimento blanco (25 x 25 x 30 cm, representaba el 60% de la caja)
iluminado con un tubo fluorescente 100-W y un compartimento negro (18 x 25 x 30 cm, representaba
el 40% de la caja) iluminado con una lampara roja de 40-W. [Véase Grafico 1]. Las conductas que

fueron registradas (véase Tabla 4) fueron:

eNUmero de entradas a cada compartimento: transiciones de un compartimento al otro
cuando el animal ha cruzado con sus cuatro patas. Las sumatoria de las transiciones fue
considerada indicador de actividad general en la prueba.

eLatencia (s) para salir del compartimento blanco (tiempo que tarda el animal en
realizar el primer cruce con sus cuatro patas hacia la compartimento negro)

e Tiempo de permanencia (s) en cada compartimento de la prueba (blanco o negro)

Tabla 4.Variables de comportamiento registradas en LEC, CAy LO en el Experimento 11

Variables LEC CA LO
Brazos Brazos Plataforma Area Area Zona Zona

Convencionales Abiertos Cerrados Central Central Periférica Blanca Oscura

Locomocion (f)* + + - + + + +

Locomocion (d)** + + + + + +

Sector 1 (f) + + - -

Sector 2 (f) + + - -

Sector 3 (f) + + - - -

Sector O (f) - - + - -

Latencia (d) - - - - - +

Etologicas

Escalamiento (f) - + - - + + +

Erguimiento (f) - - - + + + +

Acicalamiento (f) + + + + + + +

* Frecuencia (f), ** Duracion (d)

119



Seccién 11

Procedimientos Especificos

Dia post-natal 28 (pruebas de comportamiento): los animales eran pesados y recibian

administraciones de etanol (0,0; 0,5; 1,25; 2,5 o 3,25 g/kg), o permanecian sin manipulacién
experimental (NT). Cinco minutos después eran evaluados secuencialmente —durante el mismo
proceso de intoxicacion- en campo abierto “CA” (minutos 5-9 post-intubacion), en laberinto elevado
en cruz “LEC” (minutos 10-14 post-intubacion) y finalmente en una caja de luz-oscuridad “LO”
(minutos 15-19 post-intubacién). En cada prueba los animales eran colocados sobre la zona central
de cada aparato, es decir, en la plataforma central del LEC en direccion a los brazos abiertos, en el
centro del CA, y en el centro del compartimento blanco de LO en direccion al corredor. Las dos
primeras pruebas fueron contrabalanceadas para controlar posibles efectos interactivos entre ellas. La
prueba de LO se presentaba siempre al final y se incorporé al estudio ante la potencialidad que el
LEC no fuera suficientemente sensible para la deteccion de efectos ansioliticos. Estos
procedimientos se resumen en el Grafico 1. Nuestra expectativa era que, si las mediciones de
actividad en el CA reflejaban efectos ansioliticos del etanol, encontrariamos correlacion entre los
puntajes de la distancia recorrida en esta prueba y los puntajes que expresaban efectos ansioliticos
(i.e., tiempo pasado en los brazos abiertos del LEC, tiempo pasado en el compartimento de LO) en
las pruebas restantes; y que encontrdsemos similitud entre dosis que ejercian efectos ansioliticos en
ambas pruebas. De no encontrarse estas asociaciones podiamos conservan la hipotesis de que la
actividad locomotora inducida por alcohol en CA reflejan efectos estimulantes, posiblemente

apetitivos.
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Graéfico 1. Pruebas de comportamiento: LEC, CAy LO
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a) Laberinto elevado en cruz, b) Campo abierto: [ Jarea periférica, [ area central y c) Caja de luz-oscuridad.

Prueba de Ingesta (DPs29-30): al dia siguiente de la sesién de pruebas de comportamiento los

animales eran alojados individualmente y expuestos a una prueba de ingesta de etanol de 24 horas.
La prueba comenzaba a las 9:00 AM del DP29. Se registraron los mililitros consumidos cada 60
minutos durante las 6 primeras horas y los mililitros ingeridos totales. La prueba constaba de acceso
simultaneo a tres tubos de 25 ml de capacidad, cargados con agua de pico, o una solucién de sacarosa
a 1% vlv, o bien solucién de etanol al 5% con vehiculo de sacarosa al 1% v/v. La noche previa a la
prueba de ingesta los animales fueron privados en un 25% del total del agua que consumian
habitualmente. Las medidas dependientes analizadas fueron el consumo de alcohol (g/kg y
porcentaje de preferencia); consumo de agua y de sacarosa (ml/100 g de peso corporal), asi como
también el consumo total de fluidos (ml/100 g de peso corporal).
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Analisis de Datos

Analisis Univariados de las respuestas comportamentales en las pruebas CA, LEC y LO, y

los valores de consumo durante la prueba de ingesta

La variables registradas en el CA y LEC fueron analizadas independientemente mediante un
ANOVA de tres vias, considerando el sexo (macho o hembra), tratamiento con etanol al DP28 (0,0;
0,5;1,25;2,5; 3,259/kg 0 UT), orden de presentacion de pruebas (CA-LEC + LO o LEC-CA + LO)
como factores entre-grupo. ANOVAs similares fueron empleados para analizar el consumo de
etanol, de sacarosa y de fluidos totales durante la prueba de tres vias.

Andlisis de Correlaciones

Se realizaron correlaciones (producto-momento de Pearson) en la muestra total de sujetos y
para cada una de los grupos definidos por los tratamiento con etanol (i.e., 0,0; 0,5; 1,25; 2,5; 3,25
a/kg y el grupo NT), entre las siguientes variables: actividad motora [s] en el CA, % de tiempo sobre
area central de CA, numero de entradas a los brazos abiertos en LEC, numeros de entradas a los
brazos cerrados en LEC, actividad motora en LEC (numero de entradas a los brazos abiertos y
cerrados), respuesta de ansiedad en LEC (% de entradas a los brazos abiertos), actividad motora en
LO (nimero de transiciones entre compartimentos), respuesta de ansiedad en LO (tiempo pasado
sobre el compartimento blanco). Dado el gran nimero de correlaciones realizadas, el nivel alfa se
ajustd dentro de cada conjunto de datos para el nimero de variables en estudio (i.e., 0,05/8). De esta
manera solo aquellas asociaciones con un p <0,00625 fueron consideradas estadisticamente
significativas. El objetivo de estos andlisis era estudiar las correlaciones a nivel global entre los
comportamientos obtenidos en el CA, LEC y LO mas alla del tratamiento con etanol, y determinar,
en los grupos que habian recibido etanol, si una mayor actividad motora inducida por el etanol en el
CA se correlacionaba positivamente con un mayor porcentaje de entradas a los brazos abierto del
LEC. Este resultado apoyaria la hipdtesis alternativa que sugiere que la estimulacion motora en CA

podria reflejar, al menos parcialmente, efectos ansioliticos de la droga.

Analisis Univariados y Multivariados de los valores para la ingesta en sujetos controles:

vehiculo (0,0 g/kg) y sin experiencia previa (NT) con la droga.

Los anélisis preliminares indicaron que los animales sin manipulacién (NT) o que recibieron

vehiculo (0,0 g/kg) al DP28 mostraron un perfil de respuestas comportamentales similar en el CA,
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LEC y LO. No se observaron diferencias entre ambas condiciones en relacion a la actividad motora
en CA, LEC y LO (t = —0,4; —1,86 y —0,89, respectivamente; ps <0,05) o en % de tiempo pasado
sobre los brazos abiertos del LEC, o tiempo pasado sobre el compartimento blanco de LO (t 78 =
—-0,03 y —0,60, respectivamente; ps <0,05). A los fines de los analisis de ingesta de fluidos, estas
condiciones NT y 0,0 g/kg se combinaron en una Unica condicion control, compuesta por 80 sujetos.
Los valores de ingesta de estos grupo controles de animales fueron posteriormente analizados
mediante estrategias uni- y multivariadas

Los analisis de regresion multiple se utilizaron para estudiar, en el grupo de 80 sujetos
originalmente asignados a las condiciones NT y 0,0 g/kg, la relacion entre los comportamientos
desplegados en CA, LEC y LO sobre el consumo de etanol durante las 24 horas de la prueba de
ingesta. Mas especificamente, las variables predictivas incluidas para este andlisis fueron la
exploracion y respuesta de ansiedad en CA (i.e., actividad motora total [s] y % de tiempo pasado en
el area central del aparato —considerada como medida de ansiedad basal [Da Silva et al., 2005])-
respectivamente), en LEC (ndmero total de entradas a los brazos abiertos y cerrados y % de entradas
a los brazos abiertos; respectivamente) y en LO (nUmero de transiciones entre compartimentos y
tiempo pasado en el compartimento blanco; respectivamente). La conducta de erguimiento -
“rearing”- en CA también fue incluida como variable predictiva. La conducta de escalamiento —
“wall-climbing”- en CA fue desestimada porque la inspeccion de las correlaciones parciales entre las
variables indicé un coeficiente de 0,95 de asociacion con el erguimiento. La frecuencia de
acicalamiento -“grooming”- y escalamiento en LEC y LO arroj6 una distribuciéon fuertemente
sesgada porque la mayoria de las ratas no exhibieron estos comportamientos. Tampoco observamos
erguimiento en las pruebas de LEC y LO. Como variable dependiente fueron considerados los g/kg
de alcohol consumido en las 24 horas de duracion de la prueba de ingesta. Utilizamos un anélisis de
regresion multiple estdndar (i.e., método “enter”) que incorporaba simultineamente todas las
variables independientes en el modelo. Se calcularon coeficientes de correlacién mdltiple regular y
ajustada (R* y R®). Estos indices indican el porcentaje de varianza explicada, y la version ajustada
disminuye con el numero de variables predictivas incluidas en la ecuacion. El coeficiente de
regresion estandarizado (B) se calculd tambien para generar una estimacion de las relaciones
individuales entre cada variable predictiva y el consumo de etanol.

Para evaluar el nivel de especificidad del modelo de regresion maultiple se condujo otro
analisis de regresion multiple con las mismas variables predictivas pero en este caso considerando el
consumo de sacarosa (ml/100 g en 24 h) como variable dependiente.

Asimismo, utilizamos los valores de ingesta de etanol que provenian de los 80 sujetos

controles y llevamos a cabo ANOVAs en funcion del nivel de respuesta de ansiedad basal (alta-,
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media- 0 baja-respuesta) desplegados en las pruebas LEC y CA. Esto ultimo tuvo por finalidad poner
en prueba la hipotesis de reduccion de tension, es decir, corroborar si el consumo de la droga estaba
determinado por el nivel basal de ansiedad de los organismos; particularmente en aquellos mas
ansiosos como una respuesta para mitigar dicho estado. Especificamente, los animales fueron
clasificados como alto-, medio- bajo-ansiosos en funcion del % de entradas a los brazos abiertos en
el LEC. Los animales que caian en el cuartil superior (i.e., 20 animales que exhibieron la mayor
cantidad de entradas en los brazos abiertos) eran clasificados como bajo-ansiosos (BA). Los animales
que caian en el cuartil inferior eran clasificados como alto-ansiosos (AA). Los animales que caian
entre los percentiles 38*° y 62% eran clasificados como medio-ansiosos (MA). De modo similar los
animales fueron clasificados como alto-, medio- y bajo-ansiosos (AA;, MA; y BA;, respectivamente)
en funcion del porcentaje de tiempo pasado en el area central de CA. La ingesta de etanol (g/kg y %
de preferencia), de sacarosa (mI/100g) y de fluidos totales (ml/100g) fueron analizadas empleando
ANOVA:s de un via (factor comparado entre los grupos: nivel de respuesta de ansiedad basal en LEC

o nivel de respuesta de ansiedad basal en CA) para cada criterio de clasificacion.
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Resultados

Variables de actividad y ansiedad registradas en las pruebas de comportamiento: CA, LEC y

Campo Abierto

El ANOVA para la locomocién en CA arroj6 efectos principales de tratamiento con etanol y
orden de presentacion de las pruebas (Fs 22, = 5,28; F1, 220 = 16,98; ps <0,001; respectivamente). Las
pruebas Post-hocs indicaron un efecto estimulante motor significativo dosis-respuesta del etanol
(Figura 24). Mas especificamente, los animales que recibieron las dosis de 3,25; 2,5y 1,25 g/kg, las
cuales ejercieron similar efecto activador entre si, mostraron mayor locomocion respecto de aquellos
que recibieron vehiculo (0,0 g/kg) o que no recibieron manipulacion (NT). Los dos altimos grupos
mostraron similar locomocion. La dosis 0,5 g/kg no ejercié efecto de activacién motora. Asimismo,
independientemente del orden de presentacion de las pruebas se observéd que el efecto estimulante
motor se presentaba primordialmente durante los primeros minutos pos-administracion (i.e., 5-9
min).

Notese que en los andlisis que se continuaron se repitio el efecto principal del orden de
presentacion de las pruebas, en donde mas alld de la secuencia y las variables bajo anélisis, los
efectos se concentraban en los primeros cinco minutos de evaluacion. En los analisis subsiguientes
este efecto se dejo de reportar. No se observaron efectos principales o interactivos que involucraran

el factor sexo.
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Figura 24. Locomocion (s) en CA en funcion del tratamiento con etanol (0,0, 0,5, 1,25, 2,5 y 3,25 g/kg; o sin
manipulacién [NT]) en ratas adolescentes al DP28. Los animales eran evaluados en los minutos 5-9 o 10-14 post-
administracion. La informacidn fue colapsada por sexo (machos y hembras) y el orden de presentacién de las pruebas.
Los ANOVAs indicaron que, independientemente del tratamiento con etanol y del sexo, los valores de locomocion
fueron mayores cuando el CA era presentado anterior al LEC durante los minutos (5-9). Los asteriscos (*) indican una
diferencia estadisticamente significativa entre las dosis de etanol (1,25; 2,5y 3,25 g/kg) y el grupo que recibi6 vehiculo
(0,0 g/kg). Los numerales (#) indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos que recibieron etanol
(1,25, 2,5y 3,25 g/kg) vy el grupo sin manipulacion (NT). En todas las diferencias (* y #) ps < 0,001. Las barras verticales

indican los errores estandar de la media (EEM).

Laberinto Elevado en Cruz

El ANOVA para % de entradas a los brazos abiertos revel6 efectos principales de tratamiento
con etanol y orden de presentacion de las pruebas (Fs222 = 7,11 y F1,222 = 6,78, respectivamente; ps
<0,001). Las pruebas post-hocs indicaron que los animales que recibieron las dosis 2,5, 1,25, y 0,5
o/kg de etanol exhibieron un incremento significativo en el % de entradas a los brazos abiertos en
LEC respecto de los grupos tratados con vehiculo y los NT. El incremento significativo en el
porcentaje de entradas en los brazos abiertos, presumiblemente indicativo de un efecto ansiolitico del
etanol, fue similar para los machos y hembras, y no fue significativamente afectado por el orden de
presentacion de las pruebas. Los animales que recibieron la dosis 3,5 g/kg de etanol exhibieron

similar % de entradas en los brazos abiertos que los grupos controles (0,0 g/kg y NT). Estos
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resultados estan representados en la Figura 25. Las pruebas post-hoc indicaron también que el
porcentaje de entradas en los brazos abiertos era mayor cuando los animales eran evaluados en LEC
primero antes que en CA (17,87 £ 1,35), que cuando eran evaluados en LEC al intervalo 10-14 min
(12,98 £ 1,33).
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Figura 25. Porcentaje de entradas en los brazos abiertos (%) en el laberinto elevado en cruz (LEC) en funcién del
tratamiento con etanol (0,0; 0,5; 1,25; 2,5 y 3,25 g/kg; o sin manipulaciéon [NT]) en ratas adolescentes al DP28. Los
animales eran evaluados en los minutos 5-9 0 10-14 post-administracion. La informacion fue colapsada por sexo (machos
y hembras) y el orden de presentacion de las pruebas. Los ANOVAs indicaron que, independientemente del tratamiento
con etanol y del sexo, los valores del porcentaje de entradas fueron mayores cuando el LEC era presentado anterior al CA
durante los minutos (5-9). Los asteriscos (*) indican una diferencia estadisticamente significativa entre las dosis de etanol
(0,5; 1,25y 2,5 g/kg) y el grupo que recibid vehiculo (0,0 g/kg). Los numerales (#) indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos que recibieron etanol (0,5; 1,25 y 2,5 g/kg) y el grupo sin manipulacion (NT). En todas las

diferencias (* y #) ps < 0,001. Las barras verticales indican los errores estandar de la media (EEM).

La Figura 26a muestra la locomocion alcanzada en LEC (numero de entradas totales a los brc
y bra) en funcién del tratamiento con etanol al DP28. EI ANOVA indicé efectos principales de
tratamiento con etanol (Fs22 = 10,45; p <0,001) y orden de presentacion de las pruebas (Fi.222 =
15,24; p <0,001). Las pruebas post-hocs indicaron efecto estimulante motor inducido por el etanol.

Maés especificamente, las dosis de 3,25, 2,5 y 1,25 g/kg ejercieron mayor estimulacion motora
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respecto de los grupos controles vehiculo (0,0 g/kg) y sin manipulacion (NT), los cuales entre ellos
mostraron similar locomocion. Los animales que recibieron la dosis 0,5 g/kg etanol exhibieron
mayor locomocion que el grupo NT, aunque mostraron similar locomocion al grupo vehiculo (0,0
a/kg). La dosis de 2,5 g/kg ejercio significativamente mayor actividad motora que las demas dosis y
que los grupos controles, a excepcion de la dosis 1,25 g/kg, con la cual mostr6 similar locomocion.
Las pruebas post-hocs también mostraron que el nimero de entradas totales a ambos brazos eran
mayor durante los primeros minutos post-administracion (i.e., 5-9 min) [76,72 + 2,15] que cuando la
prueba ocurria entre los minutos 10-14, siguiendo la prueba de CA [66,21 + 1,99]. El orden de
presentacion de las pruebas, sin embargo, no afectdé la curva dosis-respuesta (i.e., el orden de
presentacion de las pruebas no interactud significativamente con el tratamiento de etanol al DP28).

El factor de sexo no arrojo efecto principal o interactivos significativos con los demas factores.

El nimero de entradas totales a ambos brazos ha sido considerado como una medida de
actividad motora en LEC, aunque combina la actividad motora en los brazos abiertos
(presumiblemente ansidgena) con la actividad motora en los brazos cerrados (a veces considerada
como Unica variable de locomocién) en LEC. Para una mejor comprension de las diferencias
potenciales entre efectos ansioliticos y activadores del etanol respecto de estas variables en LEC,
subdividimos el total de entradas y analizamos separadamente la actividad motora en cada uno de los
brazos. Ambos ANOVAs arrojaron efectos principales de tratamiento de etanol (Fs222 = 6,30 y Fs5,222
= 9,10, respectivamente; p <0,001) y el orden de presentacion de las pruebas (F1,222 = 10,30 y F1,222 =
4,79, respectivamente; p <0,05). Como fuera también confirmado por pruebas post-hocs, el
incremento en la locomocion inducido por el etanol se expreso diferencialmente a través de los dos
brazos (abiertos y cerrados) en funcion de las dosis consideradas (Figura 26 b y c). Por ejemplo, los
animales que recibieron las dosis de 0,5 y 1,25 g/kg exhibieron mayor nimero de entradas a los
brazos abiertos, aunque no en los brazos cerrados, respecto de los grupos NT y el tratado con
vehiculo (0,0 g/kg). Inversamente, los animales tratados con la dosis de 3,5 g/kg de etanol mostraron
mayor namero de entradas a los brazos cerrados aungque no en los brazos abiertos, respecto de grupo
tratado con vehiculo. En el caso de los animales que recibieron la dosis de 2,5 g/kg, el nimero de
entradas entre ambos brazos (abiertos y cerrados) fue parejo; exhibieron significativamente mayor
namero de entradas respecto a los grupos controles. EI nimero de entradas en los brazos abiertos y
cerrados se representa en la Figura 25b y c, respectivamente. Las pruebas post-hocs indicaron que la
locomocion en LEC era mayor en cada brazo cuando la evaluacién ocurria previa a la prueba de CA
(bra: 12,54 + 1,08; brc: 51,59 + 1,39) comparado con los valores de locomocién observados en el

LEC cuando la prueba ocurria en el intervalo 10-14 minutos post-administracion, justo después que
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finalizaba la prueba de CA (bra: 8,07 £ 0,97; brc: 47,68 £ 1,37). El orden de presentacion de las

pruebas no interactud significativamente con el tratamiento de etanol. No se observaron efectos

principales ni interactivos del factor de sexo.
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Figura 26. Panel (a): Total de entradas en los brazos cerrados y abiertos; panel (b): total de entradas en los brazos

abiertos; panel (c): total de entradas en los brazos cerrados en el laberinto elevado en cruz (LEC) en funcién del

tratamiento con etanol (0,0; 0,5; 1,25; 2,5 y 3,25 g/kg; o sin manipulacién [NT]) en ratas machos y hembras adolescentes

al DP28. Los animales eran evaluados en los minutos 5-9 o 10-14 post-administracion. La informacién fue colapsada por

sexo (machos y hembras) y el orden de presentacion de las pruebas. Los ANOVAs indicaron que, independientemente

del tratamiento de etanol y del sexo, el total de entradas a ambos brazos (panel a), el total de entradas en los brazos

abiertos (panel b) y el total de entradas en los brazos cerrados (panel c¢) fueron mayores cuando el LEC era presentado

anterior al CA durante los minutos (5-9). Los asteriscos (*) indican una diferencia estadisticamente significativa entre las

dosis de etanol y el grupo que recibi6 vehiculo (0,0 g/kg). Los numerales (#) indican una diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos que recibieron etanol y el grupo sin manipulacién (NT). En todas las diferencias (* y #) ps

< 0,001. Las barras verticales indican los errores estandar de la media (EEM).
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Caja de Luz-Oscuridad

La Figura 27 muestra los valores de actividad motora en LO (i.e. nimero total de transiciones
entre los compartimentos blanco y negro) en funcion de tratamiento con etanol. EI ANOVA arrojo
un efecto principal de tratamiento con etanol (Fs222 = 2,63; p <0,05). Los animales que recibieron las
dosis de 1,25 g/kg exhibieron significativamente mayor locomocion que los animales NT. Los
animales que recibieron 3,5 g/kg mostraron, comparados con los animales tratados con vehiculo,
significativamente menor actividad motora. Los animales que recibieron las dosis 2,5 y 0,5 g/kg
exhibieron similar locomocidn a los grupos controles (0,0 g/kg y NT)

RS

Total de Transiciones entre compartimentos de LO

T
NT 00gke 05gks  125gke

Tratamiento con Etanol

Figura 27. Total de transiciones entre compartimentos de la caja de luz-oscuridad (LO) en funcién del tratamiento de
etanol (0,0; 0,5; 1,25; 2,5 y 3,25 g/kg; o sin manipulacion [NT]) en ratas adolescentes al DP28. La informacion fue
colapsada por sexo (macho o hembra) y el orden de presentacion de las pruebas. A lo largo de los tratamientos, el nimero
total de transiciones entre los compartimentos de LO fue mayor cuando los animales fueron evaluados en CA antes que
en LEC. El factor sexo no ejercié un efecto significativo principal ni interactué significativamente con los demas
factores. El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo que recibid la dosis 3,25 g/kg
y el grupo que recibié vehiculo (0,0 g/kg). EI numeral (#) indica diferencia estadisticamente significativa entre el grupo
que recibio la dosis de 1,25 g/kg y el grupo sin manipulaciéon (NT). En ambas diferencias (* y #) p <0,05. Las barras
verticales indican los errores estandar de la media (EEM).
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ElI ANOVA del tiempo pasado sobre el compartimento blanco de LO (s) reveld efectos
principales de tratamiento (Fs222 = 2,45; p <0,05) y orden de presentacion de las pruebas (F1,222 =
16,44; p <0,001). A través de los tratamientos, el tiempo pasado en este compartimento fue mayor
cuando los animales eran evaluados primero en CA que cuando eran evaluados primero en LEC
(21,80 + 2,47 vs. 9,95 £ 141). El orden de presentacion de las pruebas no interactuo
significativamente con el tratamiento de etanol. Quizd& mas importante, las pruebas post-hocs
indicaron que el grupo NT y los animales que recibieron las dosis 0,0; 0,5 0 1,25 g/kg de etanol
pasaron similar porcentaje de tiempo sobre el compartimento blanco. Los animales que recibieron las
dosis 2,5 g/kg pasaron similar tiempo sobre el compartimento blanco que el grupo tratado con
vehiculo, aunque pasaron significativamente menos tiempo sobre este compartimento respecto del
grupo NT. Mé&s adin, los adolescentes tratados con la dosis 3,25 g/kg de etanol pasaron
significativamente menor tiempo en el compartimento blanco que los grupos controles (0,0 g/kg y
NT), y que los animales que recibieron la dosis 1,25 g/kg de etanol (Figura 28). Estos resultados
sugieren que la dosis 3,25 g/kg de etanol puede haber ejercido un efecto ansiégeno en LO y aporta
mas informacion para indicar que el efecto estimulante motor en CA (como el ejercido por la dosis
de 3,25 g/kg) no parece estar derivado de un efecto ansiolitico. No se observé efecto significativo

principal ni interacciones significativas que involucraran el factor sexo.
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Figura 28. Tiempo pasado sobre el compartimento blanco de la caja de luz-oscuridad (LO) en funcién del tratamiento de
etanol (0,0; 0,5; 1,25; 2,5 y 3,25 g/kg; o sin manipulacién [NT]) en ratas adolescentes al DP28. La informacion fue
colapsada por sexo (macho o hembra) y el orden de presentacion de las pruebas. A lo largo de los tratamientos, el tiempo
pasado sobre el compartimento blanco de LO fue mayor cuando los animales fueron evaluados en CA primero que en
LEC. El factor sexo no ejercié efecto principal ni interactu6 con los demas factores. El asterisco (*) indica una diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo que recibié la dosis 3,25 g/kg y el grupo que recibié vehiculo (0,0 g/kg). Los
numerales (#) indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos que recibieron las dosis 2,5 y 3,25 g/kg
respecto al grupo sin manipulacién (NT). El signo et (&) indica una diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo de animales tratados con la dosis 3,25 g/kg de etanol y los que recibieron la dosis de 1,25 g/kg de etanol. En todas

las diferencias (*, # y &) p <0,05. Las barras verticales indican los errores estandar de la media (EEM).
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Correlaciones entre las medidas de actividad y de ansiedad de las pruebas de CA, LECy LO

La Tabla 5 muestra las correlaciones de Pearson entre las medidas de CA, LEC y LO. Los
andlisis para el total de la muestra indicaron que la duracion total de actividad motora (s) en CA y el
namero total de entradas en ambos brazos del LEC se encontraban, si bien de manera moderada
significativa y positivamente asociadas (r = 0,27). Esto implicaba que una mayor ambulacion en una
de las pruebas estaba asociada a una mayor actividad en la otra prueba. Mas aun, la actividad motora
en CA estaba significativamente asociada con el nimero de entradas en los brazos cerrados (r =
0,30), pero no en los brazos abiertos (r = 0,07) en LEC. Estos resultados parecian indicar que los
brazos cerrados serian un mejor indicador de actividad para LEC que la suma de entradas en ambos
brazos de la prueba, aunque comdnmente en estudios previos la medida mas utilizada para evaluar
actividad ha sido esta Gltima (File, 2001). Las entradas en los brazos cerrados parece verse menos
afectada por la ansiedad asociada con la exploracién de los brazos abiertos. El porcentaje de entradas
en los brazos abiertos en LEC se mostro negativamente asociada al nimero de entradas en los brazos
cerrados (r = —0,24) de la prueba.

Uno de los objetivos que perseguia la estrategia correlacional era determinar si una mayor
locomocion en CA, particularmente después de la administracion de etanol, estaba asociada con una
menor respuesta de ansiedad en LEC o LO. La asociacién entre la actividad motora (s) en CAy el %
de entradas en los brazos abiertos en LEC resulto casi nula (r = —0,02) para el total de la muestra de
sujetos y no significativa (r < 0,25) para los grupos tratados con etanol o el grupo NT. De modo
similar, la actividad motora en CA no estuvo asociada significativamente con el tiempo pasado sobre
el compartimento blanco en LO o con el nimero de entradas en los brazos abiertos de LEC en
ninguno de los grupos experimentales. En el total de la muestra de sujetos, como asi también para
cada una de los grupos de dosis empleadas, el tiempo pasado sobre el area central en CA (%) no
estuvo asociado significativamente con las medidas registradas en LEC o LO, ni tampoco estuvo
asociado con la actividad motora en CA. En conjunto, los resultados sugirieron que la actividad
motora inducida por etanol en CA no resulta de la disminucion de ansiedad inducida por la droga; al
menos no bajo las condiciones experimentales planteadas en este experimento.

En el total de la muestra general de sujetos, la locomocién en LO estuvo asociada
significativamente con el nimero total de entradas en los brazos abiertos, % de entradas en los brazos
abiertos, y al nimero de entradas en los brazos abiertos de LEC (r = 0,31; 0,32, y 0,35,
respectivamente) y con el tiempo pasado sobre el compartimento blanco de LO (r = 0,64). Como se
podia esperar, la actividad motora (i.e., numero total de entradas en ambos los brazos) en LEC estuvo
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significativamente asociada con el porcentaje de entradas a los brazos abiertos (r = 0,40) de la
prueba.

El nimero total de entradas (abiertos y cerrados) y el % de entradas a los brazos abiertos de
LEC estuvieron significativamente asociados en todas las condiciones experimentales (r = 0,93—
0,96). ElI numero total de entradas a los brazos cerrados estuvo significativamente asociado con la
locomocion en LEC desplegada en la muestra total de sujetos (r = 0,77) y en cada condicion
experimental (r = 0,60-0,86). EI nimero total de entradas a los brazos abiertos estuvo
significativamente asociado con la locomocion en LEC desplegada en el total de la muestra de
sujetos (r =0,61) y en los grupos tratados con las dosis 1,25; 2,5 y 3,25 g/kg de etanol (r = 0,60; 0,68
y 0,64; respectivamente).

El tiempo pasado sobre el compartimento blanco en LO estuvo significativamente asociado a
la locomocién en LO en todos los grupos experimentales (r = 0,64-0,96), a excepcion del grupo NT.
En el grupo tratado con la dosis de 1,25 g/kg el tiempo pasado sobre el compartimento blanco de LO
estuvo significativamente asociado con el porcentaje de entradas a los brazos abiertos (r = 0,45) y
con el nimero de entradas a los brazos abiertos en LEC (r = 0,44). El tiempo pasado sobre el
compartimento blanco de LO estuvo también significativamente asociado a la locomocion en LEC en
el grupo tratado con la dosis de 2,5 g/kg de etanol (r = 0,44).

La locomocion en LO también estuvo significativamente asociada a la locomocién en LEC en
el total de la muestra general de sujetos (r = 0,31), y en los grupos tratados con las dosis 1,25y 2,5
g/kg de etanol (ambos r = 0,53). Estuvo también asociado significativamente con el nimero de
entradas en los brazos cerrados en LEC en aquellos animales que recibieron la dosis 1,25 g/kg de
etanol (r = 0,54), para el total de la muestra general de sujetos (r = 0,36) y el porcentaje de entradas
en los brazos abiertos en LEC en el grupo de animales que recibieron la dosis 1,25 g/kg de etanol (r
=0,52).
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Tabla 5. Correlaciones entre las medidas de actividad y ansiedad en las pruebas de comportamiento CA, LECy LO

7.
1. 2. 3. 4. 5. 6. Tiempo pasado en
Entradas Entradas % entradas Locomocién Locomocion Locomocion el compartimento
en BRa en BRc en BRa en LEC en CA en LO blanco de LO
General 1 1,00
2. 0,02 1,00
3. 0,93" 0,24 1,00
4. 0,61" 0,77" 0,40" 1,00
5. 0,07 0,30 0,02 0,27 1,00
6. 0,35" 0,10 0,32" 0,31 0,14 1,00
7. 0,17 0,02 0,17 0,12 0,16 0,64" 1,00
NT 1. 1,00
2. 0,13 1,00
3. 0,93" 0,32 1,00
4, 0,39 0,86 0,18 1,00
5. 0,17 0,13 0,15 0,03 1,00
6. 0,00 0,27 0,01 0,23 0,21 1,00
7. -0,03 0,19 0,04 0,15 0,01 0,30 1,00
00g/kg 1. 1,00
2. 0,29 1,00
3. 0,95" 0,48 1,00
4, 0,25 0,85" 0,03 1,00
5. 0,03 0,16 0,03 0,16 1,00
6. 0,41 0,10 0,31 0,35 -0,02 1,00
7. 0,29 0,06 0,21 0,24 -0,12 0,89" 1,00
059/kg 1. 1,00
2. 0,39 1,00
3. 0,96" -0,54" 1,00
4, 0,42 0,66" 0,24 1.00
5. 0,13 0,23 0,11 0,10 1,00
6. 0,30 -0,06 0,28 0,17 -0,28 1,00
7. 0,29 -0,01 0,26 0,21 0,24 0,96 1,00
1,25g/kg 1. 1,00
2. 0,03 1,00
3. 0,94 0,18 1,00
4. 0,66" 0,76" 0,47" 1,00
5. 0,03 0,36 0,13 0,23 1,00
6. 0,54" 0,25 0,52" 0,53" -0,06 1,00
7. 0,44" 0,15 0,45" 0,39 0,15 0,88" 1,00
250kg 1. 1,00
2. 0,16 1,00
3. 0,94" 0,33 1,00
4. 0,68 0,61 0,51 1,00
5. 0,13 0,11 0,18 -0,03 1,00
6. 0,37 0,28 0,27 0,53 0,15 1,00
7. 0,35 0,18 0,28 0,44 -0,23 0,93* 1,00
325g/kg 1. 1,00
2. 0,16 1,00
3. 0,94" 0,00 1,00
4. 0,64" 0,86" 0,48" 1,00
5. 0,34 0,32 0,25 0,42* 1,00
6. 0,14 0,02 0,12 0,05 0,15 1,00
7. 0,10 -0,10 0,11 0,03 -0,23 0,94" 1,00

Nota 1: BRa = brazos abiertos, BRc = brazos cerrados, CA = campo abierto, LEC = laberinto elevado en cruz, LO = caja de luz-oscuridad. Nota 2: las correlaciones significativas (p
< .007) estan expresadas en negrita y llevan un asterisco (*). Nota 3: Locomocién en LEC refiere al nimero total de entradas en los brazos abiertos y cerrados de la prueba. La
locomocion en CA refiere al tiempo (s) en movimiento dentro de la prueba. La locomocién en LO refiere al nimero de transferencias entre compartimentos (blanco y negro).
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Ingesta de Etanol, Sacarosa vy Fluidos totales en funcién del tratamiento con etanol al DP28

La Figura 29 muestra la ingesta total (g/kg, panel izquierdo) y porcentaje de preferencia (%,
panel derecho) de etanol al DP30; en funcion del tratamiento de etanol al DP28. EI ANOVA mostro
que la experiencia previa con etanol modifica el consumo posterior de alcohol. M&s precisamente,
los sujetos administrados con 3,25 g/kg exhibieron un incremento significativo en el porcentaje de
preferencia de etanol (Fs263 = 3,29; p <0,01). Este grupo de animales también exhibieron un mayor
consumo en término de g/kg, si bien estadisticamente el efecto no alcanzé significancia estadistica (p
> 0,15). No se observaron efectos principales atribuibles al sexo u orden de presentacion de las

pruebas o interacciones significativas que involucraran estos factores.
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Figura 29. Consumo de etanol g/kg/dia [Panel izquierdo] y porcentaje de preferencia de alcohol [Panel derecho] en
funcion del tratamiento con etanol (0,0; 0,5; 1,25; 2,5 y 3,25 g/kg; o sin manipulacién [NT]) en ratas machos y hembras
adolescentes al DP29. Al dia siguiente en que los animales fueran expuestos a las pruebas de comportamiento, eran
evaluados durante 24 h en un prueba de ingesta de tres vias donde tenian acceso a tubos graduados de 25 ml que
contenian: una solucién de sacarosa al 1% v/v, una solucién de etanol a una concentracion al 5% vehiculizado en
sacarosa al 1% v/v, y una solucién de agua de pico. La informacion se encuentra colapsada por el factor de sexo. Este
altimo no ejercio efecto principal ni interactu6 con los demés factores. El asterisco (*) indica una diferencia
estadisticamente significativa (p <0,01) entre el grupo que recibid la dosis 3,25 g/kg de etanol y el grupo que recibio

vehiculo (0,0 g/kg). Las barras verticales indican los errores estandar de la media (EEM).
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En contraste con el efecto facilitador obervado sobre el consumo de etanol, el tratamiento con
la dosis 3,25 g/kg disminuyo significativamente la ingesta de sacarosa. Los ANOVAs indicaron un
efecto principal de tratamiento con etanol al DP28 en términos de consumo absoluto (i.e., ml/100g de
peso corporal) y % de preferencia (Fs263 = 3,09 y Fs263 = 3,68; respectivamente, ps <0,01). Las
pruebas post hocs indicaron que los animales que recibieron la dosis 3,25 g/kg de etanol exhibieron
menor ingesta de sacarosa que los animales de los demas grupos. Los valores medios (ml/100g y %
de preferencia) y los errores estdndar para cada grupo fueron los siguientes: NT (20,65 + 1,14
mi/100g y 64,34 + 3,00%), 0,0 g/kg (18,93 + 1,18 ml/100g y 62,72 + 3,49%), 0,5 g/kg (17,94 + 1,20
ml/100g y 61,04 + 3,64%), 1,25 g/kg (20,81 + 1,06 ml/100g y 66,60 + 2,96%), 2,5 g/kg (20,52 +
1,18 m1/100 y 66,51 + 3,10%), y 3,25 g/kg (15,12 + 1,60 mi/100 g, 49,07 + 3,81%).

El ANOVA indicé que el tratamiento con alcohol al DP28 no alterd el consumo total de
fluidos (m1/100g). Los valores de la media y errores estandar para las dosis fueron los siguientes: NT
(31,70 £ 0,94), 0,0 g/kg (29,67 + 1,05), 0,5 g/kg (28,87 + 1,04), 1,25 g/kg (31,38 + 1,14), 2,5 g/kg
(30,58 +1,01), y 3,25 g/kg (27,39 + 2,36). Este resultado sugirié que el efecto facilitador que la dosis
mas alta ejerce sobre el consumo de etanol no obedecié a un incremento general en la ingesta de
fluidos. Ni el sexo ni el orden de presentacion de las pruebas ejercieron efecto principal o interactivo

con las variables restantes en ninguna de las variables medidas durante la ingesta.

Andlisis univariados y multivariados de los patrones de ingesta en los animales controles

(NT o tratados con vehiculo 0,0 g/kq)

Regresidén Multiple

Se desarrollé un modelo de regresion multiple para predecir el consumo de alcohol (g/kg) en
las ratas sin experiencia previa con la droga. Se introdujeron simultdneamente variables registradas
en las tres pruebas; esto fue, en LEC (entradas en los brazos abiertos y cerrados [locomocion] y
porcentaje de entradas en los brazos abiertos), en CA (frecuencia de erguimiento, porcentaje de
tiempo pasado sobre el area central y locomocién) y en LO (numeros de transiciones entre
compartimentos [locomocién] y tiempo pasado sobre el compartimento blanco). El analisis indicé
que el consumo de etanol (g/kg) en la prueba de ingesta podia explicarse significativamente por el
conjunto de variables consideradas. Especificamente, el modelo explico un 22% de la variabilidad de
los valores de ingesta de etanol (R® = 0,22; R® = 0,14; ps <0,05). La inspeccion de los valores de
correlacion individual indicaron que el % de entradas a los brazos abiertos en LEC, el % de tiempo
pasado sobre el area central del CA, y la frecuencia de erguimiento en CA predijeron

significativamente los valores de ingesta (B = 0,23; —0,26, y 0,25, respectivamente). En otras
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palabras, consumen mas de la droga aquellos animales que presentan mayor porcentajes de salidas a
los brazos abiertos de LEC, que ademas presentan mayor numeros de conductas de erguimiento en
CA y que permanecen un menor porcentaje de tiempo sobre el &rea central del CA. Las estimaciones
restantes de las relaciones parciales e individuales entre las variables predictivas restantes
consideradas y la ingesta de etanol no alcanzaron significacion estadistica. La descripcion del

modelo de regresion mdaltiple se presenta en la Tabla 6.

Cuando analizamos el consumo de sacarosa (ml/100g) durante las 24 h de la prueba de
ingesta en funcion del mismo conjunto de variables empleadas para predecir el consumo de alcohol,
el anélisis no arrojo valores estadisticamente significativos (R? = 0,07, R® = 0,02; ps <0,05). La
inspeccion de los valores 3 para cada variable predictiva indicaron falta de asociacion significativa
entre las variables individuales e ingesta de sacarosa (ps >0,05). Esto ultimo indico la especificidad

del modelo de prediccién para la solucion de etanol.
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Tabla 6. Valores obtenidos en los analisis de regresion multiple (RM), sobre la ingesta de etanol (g/kg) y de sacarosa
(ml/100 g). Las variables fueron incorporadas simultaneamente al modelo. El coeficiente de correlacién R? y R* ajustada
indicaron el porcentaje de varianza explicada; y la R* ajustada disminuye con el nimero de variables predictivas
incluidas en la ecuacién. Los efectos significativos (p <0,05) en los niveles individual y multivariado figuran en negrita.

Variable Dependiente: Ingesta de Etanol (g/kg)
R? = 0,22, R?Ajustada = 0,14; p < 0,01

Variables cargadas Beta t Valor p

Frecuencia de

erguimiento en CA 0.25 2,31 0,02
Locomocion en CA -0,07 -0,64 0,52
Porcentaje de tiempo
sobre el area central en -0,26 -2,49 0,02
CA (%)
Locomocion en LEC -0,01 -0,08 0,94
Porcentaje de entradas
en los Bra en LEC (%) 0.23 2,14 0,03
Locomocion en LO -0,19 -1,58 0,12
Tiempo pasado sobre el
compartimento blanco 0,18 1,60 0,11
enLO
Variable Dependiente: Ingesta de sacarosa (mI/100 g)
R?=0,07, R? Ajustada = -0,02; p > 0,50
Variables cargadas Beta t P level

Frecuencia de

erguimiento en CA 0,21 -1.82 0.07
Locomocion en CA 0,05 0,39 0,70
Porcentaje de tiempo
sobre el area central en -0,02 -0,20 0,84
CA (%)
Locomocién en LEC 0,09 0,72 0,47
Porcentaje de entradas
en los Bra en LEC (%) 0,05 0,38 0,71
Locomocién en LO 0,13 1,08 0,28
Tiempo pasado sobre el
compartimento blanco 0,05 0,44 0,66

en LO
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Ingesta de Etanol en sujetos agrupados en funcidén de su respuesta a la ansiedad en: Alto-,

Medio- y Bajo-ansiosos

Mediante otro procedimiento utilizamos la poblacion de animales controles - NT y 0,0 g/kg
(n=80) - y la ordenamos en tres grupos (bajo-, medio- y alto-ansiosos [ba, ma, y aa;
respectivamente]) en funcion de la respuesta a la ansiedad que mostraron en el LEC. La variable que
consideramos fue el porcentaje de entradas en los brazos abiertos en LEC. El procedimiento que
empleamos para seleccionar las subpoblaciones implico una division por percentiles y esté detallado
en el apartado de analisis de datos del Experimento 11 (“Analisis Univariados y Multivariados de los
valores para la ingesta en sujetos controles: vehiculo (0,0g/kg) y sin experiencia previa (NT) con la
droga”).

Los ANOVAs para la ingesta de etanol y % de preferencia de etanol entre los grupos de
animales arrojaron efectos principales en funcién de este criterio de seleccion (F257 = 6,02; p <0,01,
y F257 = 4,61; p <0,05, respectivamente). Las pruebas post-hocs indicaron que los alto-ansiosos
prefirieron y consumieron significativamente menos (g/kg) etanol, respecto de los grupos de
animales medio- y bajo-ansiosos. Los ultimos dos grupos exhibieron similar preferencia y consumo
de la droga. El consumo (g/kg) y preferencia de etanol entre los tres grupos se presenta en la Figura
30yenlaTabla7

Los ANOVAs indicaron que las diferencias observadas en funcidon de la respuesta de
ansiedad basal fueron especificas al consumo y preferencia de la droga. Ni el consumo absoluto, ni la
preferencia por sacarosa o el consumo de fluido totales fueron significativamente diferentes entre los
grupos ba-, ma- o aa- (Tabla 7).

El grupo de animales controles (n = 80) fueron también clasificados como bajo-, medio- y
alto-ansiosos [bal, mal, y aal; respectivamente]) en funcién del % de tiempo pasado sobre el area
central de CA. Los ANOVA:s indicaron similares niveles de consumo absoluto de etanol y % de
preferencia entre los grupos bal, mal, y aal (F2s57 = 2,51; p >0,05 y Fos7 = 2,11; p >0,10,
respectivamente. Los ANOVASs también indicaron que estos sujetos exhibieron similares niveles de
ingesta de sacarosa (ml/100 g y el % de preferencia) y no difirieron en términos de consumo de
fluidos totales (ps >0,05). Véase Tabla 7 para la ingesta de etanol, sacarosa y fluidos totales en alto-,
medio- y bajo-ansiosos clasificados en funcién de los patrones de exploracién en el area central del
CA

140



Seccién 11

4 - ~ 35
- 30
E T
=+ 31
a 25
=1
=
of)
e
= + 20
=
K 15
g * *
2
g T T L 10
14
@)
F &
0 T T T T - 0
Alto-ansioso (AA) ~ Medio-ansioso (MA)  Bajo-ansioso (BA) Alto-ansioso (AA)  Medio-ansioso (MA)  Bajo-ansioso (BA)

Respuesta Basal de Ansiedad

Respuesta Basal de Ansiedad

(%) TouE)y op ownsuo)

Figura 30. Consumo de etanol g/kg/dia [Panel izquierdo] y porcentaje de preferencia de alcohol [Panel derecho] en

animales controles (n = 80; recibieron vehiculo -0,0 g/kg- o permanecieron sin manipulacién -NT-) agrupados en funcién

de la respuesta de ansiedad en laberinto elevado en cruz (LEC). Los animales fueron categorizados como alto-, medio- y

bajo-ansiosos (AA, MA, BA; respectivamente). El criterio de seleccion resultd de un procedimiento de division por

cuartiles de la poblacion general en funcién del porcentaje de entradas en los brazos abiertos de LEC. La informacion se

encuentra colapsada por el factor sexo. Este Gltimo no ejercid efecto principal ni interactud con los demés factores. El

asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa entre los animales alto-ansiosos y los otros dos grupos

(bajo- y medio-ansiosos) en el consumo (panel izquierdo; p <0,01) y en el % de preferencia (panel derecho; p <0,05).

Las barras verticales indican los errores estandar de la media (EEM).

Tabla 7. Consumo de Fluidos Totales (ml/100 g), consumo Yy preferencia de sacarosa (ml/100 g), consumo Yy preferencia de
etanol durante 24h en una prueba de ingesta de tres vias en ratas adolescentes sub-agrupadas como alto-, medio-, y bajo-ansioso
en funcion del porcentaje de entradas en los brazos abiertos del LEC (seccion izquierda); o en funcion del porcentaje de tiempo

pasado en el area central de CA (seccién derecha).

Porcentaje de entradas en los brazos abiertos de
Variables LEC

Porcentaje de tiempo pasado sobre el
compartimento blanco de CA

Dependientes

Alto-ansioso Medio-ansioso Bajo-ansioso Alto-ansioso Medio-ansioso Bajo-ansioso
Consumo de
Fluidos Totales 29,70 +1,25 30,18 +1,53 29,51 +1,63 29,45+ 1,52 30,84 + 1,43 29,46 + 1,49
(ml/100g)
Consumo de
Sacarosa 21,00 +1,56 18,30+ 2,04 19,67 + 1,68 18,65+ 1,92 22,23+147 21,12+ 1,69
(ml/100g)
Preferencia 70,46 +4,15 58,19 + 5,85 65,64 + 4,59 61,75 +5,37 71,99 +3,47 70,32 4,88
de Sacarosa (%)
Consumo de
+ + +
Etanol (g/kg/24h) 103£017 2,91+0,50 2,24 £0,42 2,52 +0,48 1,86 + 0,39 1,26 £0,30
Preferencia 9,09 + 1,59 26,58 + 5,06 22,01 +5,04 24,56 +5,44 14,76 +2,83 13,46 +3,82

de Etanol (%)
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Conclusidén de la Seccion 11

En la seccidon Il indagamos el efecto agudo del etanol sobre la estimulacion motora;
analizamos en que medida este efecto dependia o estaba modulado por la novedad del contexto de
evaluacion; cuan especifico era al periodo ontogenético de la adolescencia y si se alteraba por la
exposicion a diferentes fuentes de estrés. También indagamos sobre el significado funcional de esta
activacion motora inducida por etanol y evaluamos la posibilidad que reflejara un efecto ansiolitico
de la droga o una interaccion entre efectos ansioliticos y estimulantes. Finalmente, utilizamos la
informacion derivada de pruebas de comportamientos (CA, LEC y LO) para tratar de analizar uno de
los objetivos centrales de la tesis doctoral; esto es, predecir consumo de alcohol en adolescencia y
discriminar entre los individuos aquellos a riesgo de incurrir en consumo exacerbado de esta
sustancia.

Respecto del rol de la novedad del contexto de evaluacion, en el Experimento 6 pudimos
observar que una vez que el contexto se convierte en un espacio familiar, el efecto estimulante motor
del alcohol disminuye, pero no desaparece. Esto es, la familiaridad del contexto modula pero no
impide la expresion del efecto activador de la droga. En este sentido, el efecto de la droga sobre la
ambulacion no dependeria solamente de una facilitacion de la misma por el carécter novedoso del
contexto.

Posteriormente, indagamos diferencias ontogenéticas en la sensibilidad a los efectos
estimulantes motores del etanol. Los adultos y adolescentes (Experimento 7) de la cepa de ratas
Wistar exocriadas exhibieron similar sensibilidad a los efectos estimulantes motores de la droga. Esta
ausencia de efecto no obedeci6 a diferencias farmacocinéticas entre las edades (Experimento 7b).

En experimentos siguientes (Experimentos 8, 9, 10) replicamos las condiciones de evaluacion
e indagamos el efecto del estrés sobre esta sensibilidad motora en otra cepa de ratas (Sprague
Dawley). Nuestra hip6tesis basada, por ejemplo, en el trabajo de Pautassi et al. (2008b), era que los
adolescentes de esta cepa expresarian mayor activacion motora y mayor sensibilidad al estres,
respecto de sus pares adultos. Los estudios que han encontrado mayor sensibilidad en adolescentes
que en adultos hacia el etanol, tras ser expuestos a estrés, generalmente han analizado su efecto sobre
comportamiento social, por ejemplo, mostrando que el etanol reduce la ansiedad inducida por el
estrés (Varlinskaya y Spear, 2012). En este sentido, supusimos que los animales serian sensibles al
efecto estimulante y al estrés, y que este este Gltimo exacerbaria el efecto activador inducido por la
droga en los adolescentes aungue no en los adultos. Esta hipétesis se corroboro solo parcialmente. El
etanol ejercio un efecto estimulante en los adolescentes y un efecto sedativo en los adultos Sprague

Dawley, particularmente, en las dosis mas altas. Por otro lado, observamos que los adultos, aunque
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no los adolescentes, fueron sensibles al estrés, particularmente a la privacion social. El estrés
inducido por la restriccion aguda del movimiento fue sorprendentemente ineficaz en alterar la
locomocion espontédnea o la inducida por etanol en ambas edades. Una forma alternativa de analizar
este efecto, es que no es posible escindir en la modalidad de estrés por restriccién del movimiento el
aislamiento social que se experimenta simultdneamente al estresor. En este sentido, puede pensarse
que el estres inducido por la restriccion del movimiento este aminorando el efecto estimulante de la
privacion social. Parte de estos resultados también son comparables a los observados por Varlinskaya
et al. (2010), en donde los adolescentes fueron més sensibles que los adultos a la facilitacion social
inducida por dosis bajas de etanol, aunque mas resistentes a la inhibicion social inducidos por dosis
altas de etanol.

Los adolescentes no fueron, sin embargo, insensibles a todas las fuentes de estrés. La
administracion de un agonista opiaceo kappa (U62, 066E) provocd una dréstica disminucién de la
locomocion general en los adolescentes, similar a la previamente reportada en adultos (Ukai y
Kameyama, 1985). El agonista también redujo (y en ciertos casos inhibi6 totalmente) la locomocion
inducida por el etanol, efecto que es opuesto a lo que se ha visto sucede en ratas infantes (Duke et al.,
1997; Pautassi et al., 2012a).

En esta aproximacién también analizamos los efectos ansioliticos de la droga y como la mera
exposicion pasiva a la misma alteraba el consumo posterior de etanol. En relacion a lo primero,
evaluamos la relacién entre medidas de actividad motora 'y de ansiedad inducida por el etanol en tres
pruebas de comportamiento (CA, LEC y LO). En conjunto, los resultados sugirieron que el aumento
en la exploracion en CA después de recibir la administracion de dosis altas (2,5 y 3,25 g/kg) reflejaba
un efecto estimulante que en principio parecia relativamente independiente de consecuencias
ansioliticas. Especificamente, la dosis 2,5 g/kg aument6 la locomocion en los brazos abiertos en
LEC, pero este aumento estuvo derivado por un aumento general de la actividad mas que por una
reduccion especifica del miedo a los espacios abiertos. Asimismo, la dosis mayor (3,25 g/kg) ejercid
un efecto significativo estimulante en CA pero que no se acompafio de un efecto ansiolitico en LEC.
De hecho, este Gltimo grupo permanecio menor tiempo sobre el compartimento blanco de LO. Esto
sugeria un posible efecto ansiégeno del etanol; no obstante, este mismo grupo mostro también una
supresion de la actividad general en esta prueba (i.e., numero de transiciones entre los
compartimentos). Esto planteaba la posibilidad que el menor tiempo pasado sobre el compartimento
blanco simplemente podia indicar un efecto depresor/sedativo tardio provocado por esta dosis, méas
precisamente porque dicha prueba era presentada entre los minutos 14-19 post-administracion.

La dosis de 1,25 g/kg ejercio efectos estimulantes motores en CA y en LEC (locomocion y

entradas en ambos brazos, respectivamente) y ansioliticos en LEC, y los mismos fueron
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relativamente independientes. En LEC, la dosis 1,25 g/kg de etanol aumento6 el numero de entradas
unicamente en los brazos abiertos del aparato. La dosis 0,5 g/kg de etanol, en cambio, ejercié efecto
ansiolitico en LEC y no ejercio efecto estimulante en CA. Mas aun, cuando realizamos
comparaciones con los grupos controles, ninguna de las tres dosis mas bajas de etanol (i.e., 0,5, 1,25
y 2,5 g/kg) fue efectiva para aumentar el tiempo pasado en el area central del CA.

Observamos correlaciones positivas entre los puntajes de actividad de las tres pruebas. Esto
significaba que el incremento en la locomocion en una prueba se asociaba al incremento de la
actividad en las demés. Asimismo, no observamos correlacion entre las puntuaciones de actividad en
CA posterior a la administracion de la droga y una menor respuesta de ansiedad en LEC o en LO, lo
que sudiere que el incremento en la actividad en CA reflejaba mas un efecto estimulante que
ansiolitico. En otras palabras, los resultados en su conjunto indican una relativa disociacion entre los
efectos estimulantes motores y ansioliticos del etanol durante la adolescencia.

¢Como alter6 la exposicion pasiva a la droga el consumo voluntario de alcohol? La
exposicion previa a la dosis mas alta (3,25 g/kg) de etanol indujo mayor preferencia por el alcohol,
pero no por la sacarosa, el dia posterior a las pruebas comportamentales. Cabe recordar que la
solucidn de etanol era preparada en una solucién vehiculo de sacarosa al 1% v/v.

El Experimento 11 nos permitid, a su vez, estudiar parte de la poblacién de sujetos
experimentales siguiendo otra estrategia de analisis. Para ello seleccionamos de la totalidad animales
en el estudio aquellos que no habian tenido exposicién pasiva a la droga (NT y 0,0g/kg), e
intentamos identificar sub-poblaciones a riesgo de exhibir consumo exacerbado de alcohol.

Para ello seguimos dos estrategias. En la primera elaboramos un modelo de regresion
multiple para predecir consumo de la droga en funcion de variables registradas en LEC, CA 'y LO. El
modelo explicd significativamente en un 22% la variabilidad de los valores de ingesta de etanol. Mé&s
especificamente, aquellos sujetos sin exposicion previa a la droga que mostraron mayor frecuencia
de erguimiento -“rearing”- en campo abierto, mayor porcentaje de entradas en los brazos abiertos en
laberinto elevado en cruz, y menor propension a permanecer sobre el area central en CA fueron los
que exhibieron mayor consumo de etanol. Una virtud de este modelo fue que el conjunto de
comportamientos seleccionaron fue eficaz para explicar significativamente el consumo de etanol,
pero no el de sacarosa. Las interpretaciones respectos de los resultados obtenidos a partir del
modelos seran analizados en mayor profundidad en el apartado de discusion general.

La segunda estrategia consider0, de manera independiente, el porcentaje de entradas en los
brazos abiertos en LEC y el porcentaje de tiempo pasado sobre el area central de CA. En funcién de

estos indices ordenamos a los sujetos en tres grupos: alto-, medio-, bajo-ansiosos. Un puntaje alto en
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LEC o en CA era indicador de baja ansiedad y, lo opuesto, un puntaje bajo un indicador de alta
respuesta de ansiedad.

Nuestra expectativa, previa al experimento, era que los sujetos que mostrasen menor tiempo
pasado en el area central de CA consumirian significativamente mas etanol que pares que exhibian
mas tiempo sobre dicha area central. Asimismo, aquellos que mostraran menor porcentaje de
entradas en los brazos abiertos en LEC consumirian significativamente mas etanol. La hipotesis
subyacente a estas expectativas se basa sobre el efecto ansiolitico del etanol. Se ha sugerido que el
mismo seria uno de los componentes que median el consumo inicial de la droga, a partir de aminorar
estados no placenteros de ansiedad, miedo y/o estrés (Koob et al., 1998; Spanagel et al., 1995). Ese
efecto, sin embargo, no fue observado. No se encontraron diferencias en el consumo de etanol entre
los diferentes grupos discriminados segun el tiempo que pasaron sobre el area central de CA. En
referencia al porcentaje de entradas en los brazos abiertos en LEC, similar a lo que observamos en el
modelo de regresion multiple en funcion de esta variable, las ratas con una alta respuesta de ansiedad
(i.e., que exhibieron un numero relativamente menor de entradas en los brazos abiertos) consumieron
significativamente menos etanol que las ratas categorizadas como bajo- y medio-respondedoras a la
ansiedad en este aparato.

La informacion obtenida en el Experimento 11 se suma a la evidencia que indica que la
relacién entre estados de ansiedad y consumo del etanol arroja resultados contradictorios. Si bien se
ha sugerido una asociacion positiva entre estado de ansiedad y abuso de etanol en estudios humanos
(Kushner et al., 1990) y en animales (Bahi, 2013; Mdller et al., 1997; Spanagel et al., 1995), existen
estudios preclinicos que ha reportado una relacion opuesta (McMillen et al., 1998; Schuckit y
Hesselbrock, 1994).

Una limitacién del Experimento 11 fue que empleamos una prueba de ingesta de una sesion
de 24 h de duracién. Posiblemente, la sensibilidad a la droga en el grupo de alta respuesta de
ansiedad podria diferir si los animales tienen acceso a mas oportunidades-sesiones con la droga; es
decir, un acceso prolongado al etanol.

En conjunto, los resultados en el Experimento 11 proporcionaron nueva informacion sobre el
efecto de la administracion aguda de etanol sobre la sensibilidad motora y ansiolitica a la droga y el
consumo de la misma en ratas adolescentes. El etanol indujo efectos estimulantes y ansioliticos y, en
funcidn de estos efectos, los resultados dieron sustento a la hipotesis estarian mediados por diferentes
mecanismos; al menos en la cepa, pruebas y condiciones aqui empleadas. La administracion de la
dosis 3,25 g/kg de etanol indujo un efecto estimulante e incremento el consumo y la preferencia por
la droga El efecto estimulante motor detectado en el CA aparentemente no estuvo relacionado con

los posibles efectos ansioliticos. Aportamos nueva informacion al describir que una parte
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significativa del consumo de alcohol en la rata adolescente puede explicarse en funcion de variables
comportamentales relacionados con exploracién y ansiedad en campo abierto y en el laberinto
elevado en cruz. Partes de estos resultados seran analizados con mayor profundidad en la discusion
general.
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SECCION I11: Rol predictivo de los niveles de Ansiedad sobre el Patron de Consumo

de Etanol durante la Adolescencia.

En el Experimento 11 de la seccion Il intentamos entre otras cosas analizar los efectos
ansioliticos del etanol. Estos han sido sindicados como mediadores del consumo inicial de la droga,
ya que supone que esta disminuye estados no placenteros como la ansiedad, miedo y/o estrés (Koob
et al., 1998; Spanagel et al., 1995). En dicho Experimento 11 discriminamos a las ratas adolescentes,
en funcion de su respuesta basal de ansiedad, en tres grupos: alto-, medio- y bajo-ansiosos. Bajo las
condiciones de ese experimento, en el que los animales tenian acceso a la droga en una sola sesién de
24 horas, no fue posible corroborar la hip6tesis que el consumo de la droga estaba asociado a un alto
nivel de ansiedad. Por ello, en la seccién Il intentamos profundizar sobre esta relacion, extendiendo
la duracion de las pruebas de ingesta. Nuestra expectativa era que la exposicién prolongada y
repetida al etanol permitiria observar mas claramente diferencias en los perfiles de consumo en
funcién de los niveles de ansiedad. En este sentido Samson et al. (1988) sugieren gque es probable que
el consumo de alcohol por reforzamiento negativo requiera varios episodios de ingesta, para que los
sujetos puedan aprender la contingencia entre el acceso a la droga y los efectos de reduccion de
ansiedad provocados por la misma. A las consideraciones de Samson y colaboradores subyace la
“hipotesis de reduccion de tension” (Conger, 1951; Greely y Oei, 1999), la cual considera que el
consumo de etanol reduce miedo o tension, y que este efecto aumenta las probabilidades de consumo
posterior.

En funcion de estas consideraciones, evaluamos si ratas adolescentes con mayor respuesta de
ansiedad estarian mayor riesgo de mantener o escalar el consumo de alcohol, respecto de pares con
menor respuesta de ansiedad.

En humanos, se ha reportado que mujeres con sintomas de estrés post-traumatico causados
por episodios de violencia doméstica estan asociadas tanto a mayores expectativas de que el alcohol
y otras drogas permiten afrontar las secuelas fisicas y psicoldgicas del maltrato como a mayores
problemas con el alcohol (Peters et al., 2012). Si bien los resultados en la literatura relativos a la
relacion estrés y alcohol han sido confusos (Read et al., 2003), algunos trabajos han logrado vincular
el consumo problematico como consecuencia de reducir estados negativos (Carey y Correia, 1997;
Carpenter y Hasin, 1998a; 1998b) provocados por la exposicion a tareas estresantes (Greeley y Oei,
1999; Levenson et al., 1980). Asimismo, las creencias relativas a la capacidad del alcohol para

aminorar estados no placenteros (es decir, las expectativas sobre la reduccion de la tension [RT]) han
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sido implicados en el consumo problematico en estudiantes universitarios (Brown, 1985; Kassel et
al., 2000).

En roedores las aproximaciones experimentales que han intentado validar esta hipotesis, es
decir, observar la relacion positiva entre los diferentes factores de estrés o ansiedad y el consumo de
etanol, han resultado contradictorios. Por ejemplo, se ha visto una relacion positiva entre ansiedad y
consumo de alcohol en ratas genéticamente modificadas para preferir alcohol -P vs NP- (Stewart et
al., 1993), como asi también en ratones (Bahi, 2013) y en ratas seleccionadas por su respuesta de
ansiedad en laberinto elevado en cruz (Spanagel et al., 1995). Estos resultados son consistentes con
los observados al inducir lesiones bilaterales en la amigdala central. La lesion en esta area reduce
tanto la ansiedad como el consumo voluntario de etanol (Mdller et al., 1997). Otros estudios, sin
embargo, que emplearon ratas seleccionadas genéticamente por exhibir alta o baja respuesta de
ansiedad (“HAB y LAB”, respectivamente), observaron un incremento en el consumo del alcohol en
las LAB (Henniger et al., 2002).

En la seccion 11l realizamos dos aproximaciones experimentales que intentaron evaluar la
relacion posible entre ambos factores (respuesta de ansiedad y consumo de alcohol). La primera
aproximacion implicé una experiencia preliminar o experimento piloto. Con ella, buscabamos
precisar parametros y fijar criterios como: cuales serian los indicadores a considerar para definir
respuesta de ansiedad, cuales serian las caracteristicas y qué modalidad o modalidades
considerariamos para la prueba de consumo de alcohol (longitud, naturaleza, etc.); evaluar si la
relacion propuesta podia establecerse diferencialmente en machos o hembras, teniendo presente que
generalmente en las hembras consumen mas gramos absolutos de etanol que los machos en
diferentes cepas de roedores (Loi et al., 2014; Piano et al., 2005; Sarviharju et al., 2001). En funcion
de los resultados de esta experiencia piloto, pusimos en mos en marcha el Experimento 12, en el cual
analizamos explicitamente la relacion ansiedad y consumo de la droga; y como la interaccién entre

estos factores podia alterarse por la introduccion de una fuente de estrés.
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Experiencia Piloto: Primera aproximacion sobre cémo el patron de consumo de alcohol puede

alterarse en funcion de los niveles de respuesta de ansiedad en ratas adolescentes.
Introduccion

Empleamos dos de las pruebas de comportamiento para registrar ansiedad que habiamos
utilizado en el Experimento 11. Mas especificamente, el laberinto elevado en cruz y la caja de luz-
oscuridad (LEC y LO; respectivamente); las cuales han servido tradicionalmente para medir
ansiedad. La razon de utilizar dos, en vez de una de las pruebas reside en que buscdbamos alcanzar
una comprension de caracter multivariada sobre la respuesta de ansiedad. En este sentido, cada
prueba arrojaria un puntaje de ansiedad y la combinacion de las mismas permitiria desarrollar una
medida compuesta de ansiedad.

Esta medida compuesta de ansiedad resulté del promedio de los puntajes z de una variable -
indicativa de ansiedad- por cada prueba. En el caso del LEC obteniamos el puntaje z a partir del
porcentaje (%) de entradas en los brazos abiertos; mientras que en LO obteniamos el puntaje z a
partir del porcentaje (%) tiempo pasado sobre el compartimento blanco de LO. En otras palabras,
obteniamos un valor compuesto que resultaba del promedio de la suma lineal de los puntajes
estandarizados (puntajes z) de las pruebas LEC y LO. Este valor era indicativo del nivel de respuesta
de ansiedad. Un puntaje alto (por ejemplo, exhibida por un sujeto que pasé mucho mas tiempo que
sus pares tanto en los brazos abiertos del LEC, como en la zona blanca del LO) era considerado
como una respuesta de ansiedad baja, y lo opuesto era considerado una respuesta de ansiedad alta.
Un puntaje intermedio era considerado como una respuesta promedio o estdndar de ansiedad. En
funcién de estos valores los animales eran asignados, dentro de cada una de sus camadas y en
funcidn del sexo, a tres condiciones que reflejaban el nivel de respuesta de ansiedad: alto-, medio-, y
bajo-ansioso (AA, MA, BA; puntaje bajo, intermedio, alto; respectivamente). De un total de 160
animales representativos de 16 camadas (10 animales por camada; 5 machos y 5 hembras) se
seleccionaron 96 animales (48 animales por sexo) en funcion del criterio de separacién mencionado
previamente (AA, MA, BA). Los animales eran evaluados en los dias postnatales 28 y 29 por cinco
minutos en cada prueba. Eran expuestos un dia a cada prueba. El orden de presentacion de las
pruebas se contrabalance6. Mas en detalle, obteniamos los puntajes de una camada y, para dividir a
los sujetos en altos 0 bajos ansiosos, considerabamos los valores de ansiedad estandarizados en cada
sexo. Por ejemplo, de los cinco valores observados en las 5 hembras de una camada considerabamos
los dos puntajes extremos (maximo y minimo) y el puntaje intermedio. El animal que obtenia el valor

maximo de su grupo de referencia —por camada y por sexo-- era categorizado como un animal de

149



Seccion 111

baja respuesta de ansiedad —BA-, si obtenia el valor minimo de su grupo de referencia era
categorizado como un animal de alta respuesta de ansiedad —~AA-, y si obtenia el valor intermedio era
categorizado como un animal con una respuesta estandar de ansiedad —MA-. Esto se repitio para
cada una de las camadas y en funcion de cada sexo. Una vez que asignamos cada animal a un grupo
segun el nivel de respuesta de ansiedad quedaron conformados los grupos AA, MA, BA; n=16 por
condicion

Empleamos, por lo tanto un disefio factorial de 3 (respuesta de ansiedad: AA, MA o BA) x 2
(sexo: machos o hembras) x (orden de presentacion de las pruebas: LEC/LO o LO/LEC). Diez
animales por camada (5 hembras y 5 machos) en los DPs 28 y 29 fueron evaluados en laberinto
elevado en cruz (LEC) y una prueba de luz-oscuridad (LO) -un dia en cada prueba; duracion: 5 min-.

Desde el DP32, es decir, tres dias posteriores a la evaluacién comportamental, los animales
eran sujetos a un protocolo de ingesta con el propdsito de evaluar diferencias en el consumo en
funcién de los niveles de respuesta de ansiedad. El protocolo de ingesta constaba de 21 dias, es decir,
tres semanas (DPs32-51). Solo tres dias de cada semana (lunes, miércoles y viernes) se ofrecia a los
animales acceso a doble via de fluidos. Cada sesion de ingesta tenia una duracion de 18 h; esto era,
dia de por medio (intermitente) tenian acceso limitado “overnight” desde las 15:00 a las 9:00 h del
dia siguiente. Las sesiones tuvieron lugar los DPs32, 34 y 36 (primera semana de ingesta; sesiones 1-
3), DPs39, 41 y 43 (segunda semana de ingesta; sesiones 4-6), y DPs46, 48 y 50 (tercera semana de
ingesta; sesiones 7-9. Al inicio de cada sesion los animales eran pesados y alojados individualmente
en cajas estandar con viruta de pino. Cada jaula era equipada con dos botellas de vidrio de 100 ml,
con tapones de goma que tenian un pico de acero inoxidable con punta redonda tipo boligrafo (“ball
point”). Una botella se llenaba con agua de pico y la otra con una concentracion de etanol al 5% v/v.
El etanol y el vehiculo se mezclaban con sacarosa al 1% v/v (primera semana), con sacarosa al 0,5%
v/v (segunda semana) o agua de pico (tercera semana). En otras palabras, los animales comenzaban a
responder por soluciones de etanol ligeramente endulzadas y en las sesiones siguientes la sacarosa se
iba retirando, hasta que en las sesiones 7-9 consumian de las soluciones (etanol o agua) sin endulzar.
Durante los dias en que no tenian las sesiones de ingesta los animales era alojados de a tres con pares
del mismo sexo y que tuvieran la misma respuesta de ansiedad (i.e., alto-ansiosos con alto-ansiosos)
en cajas estandar donde tenian acceso ad-libitum de comida y agua de pico. El protocolo de ingesta

se detalla en la Tabla 8
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Tabla 8. Protocolo de Ingesta (DPs28-51)

DP/Dia/Hora Procedimiento
Pruebas de 28/1/08:30 am LEC o LO. Duracién 5 minutos
Comportamiento  29/2/08:30 am LO o LEC. Duracién 5 minutos
Descanso 30/3/-- Agua y comida ad-libitum
31/4/-- Alojados por camadas y sexo
Semana 1 32/5/15:00 pm Pesaje y alojamiento individual.

(sesiones 1-3)

33/6/09:00 am

34/7/15:00 pm

35/8/09:00 am

36/9/15:00 pm

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)

Acceso doble via: 5% EtOH + 1% v/v sacarosa y sacarosa 1%v/v.

Comida ad-libitum

Medicioén de cada botella de ingesta (gr.)

Pesaje y alojamiento con pares de la misma categoria. Tres animales por caja
Agua y comida ad-libitum

Pesaje y alojamiento individual.

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)

Acceso doble via: 5% EtOH+ 1% v/v sacarosa y sacarosa 1%v/v.
Comida ad-libitum

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)
Pesaje y alojamiento con pares de la misma categoria. Tres animales por caja
Agua y comida ad-libitum

Pesaje y alojamiento individual.

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)

Acceso doble via: 5% EtOH+ 1% v/v sacarosa y sacarosa 1%vi/v.
Comida ad-libitum

Descanso

37/10/09:00 am

38/11/--

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)
Pesaje y alojamiento con pares de la misma categoria. Tres animales por caja
Agua y comida ad-libitum

Agua y comida ad-libitum

Semana 2
(sesiones 4-6)

39/12/15:00 pm

40/13/09:00 am

41/14/15:00 pm

42/15/09:00 am

43/16/15:00 pm

Pesaje y alojamiento individual.

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)

Acceso doble via: 5% EtOH+ 0,5% v/v sacarosa y sacarosa 0,5%v/v.
Comida ad-libitum

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)
Pesaje y alojamiento con pares de la misma categoria. Tres animales por caja
Agua y comida ad-libitum

Pesaje y alojamiento individual.

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)

Acceso doble via: 5% EtOH+ 0,5% v/v sacarosa y sacarosa 0,5%v/v.
Comida ad-libitum

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)
Pesaje y alojamiento con pares de la misma categoria. Tres animales por caja
Agua y comida ad-libitum

Pesaje y alojamiento individual.

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)

Acceso doble via: 5% EtOH+ 0,5% v/v sacarosa y sacarosa 0,5%v/v.
Comida ad-libitum

Descanso 44/17/9:00 am Medicién de cada botella de ingesta (gr.)
Pesaje y alojamiento con pares de la misma categoria. Tres animales por caja
Agua y comida ad-libitum
45/18/-- Agua y comida ad-libitum
46/19/15:00 pm Pesaje y alojamiento individual.
Semana 3 Medicion de cada botella de ingesta (gr.)

(sesiones 7-9)

47/20/09:00 am

48/21/15:00 pm

Acceso doble via: 5% EtOH+ agua y agua.
Comida ad-libitum

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)

Pesaje y alojamiento con pares de la misma categoria. Tres animales por caja
Agua y comida ad-libitum

Pesaje y alojamiento individual.

Medicion de cada botella de ingesta (gr.)

Acceso doble via: 5% EtOH+ agua y agua Comida ad-libitum
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49/22/09:00 am Medicion de cada botella de ingesta (gr.)
Pesaje y alojamiento con pares de la misma categoria. Tres animales por caja
Agua y comida ad-libitum

50/23/15:00 pm Pesaje y alojamiento individual.
Medicion de cada botella de ingesta (gr.)
Acceso doble via: 5% EtOH + agua y agua
Comida ad-libitum
Finaliza 51/24/09:00 am Medicion de cada botella de ingesta (gr.)
Pesaje y alojamiento con pares de la misma categoria. Tres animales por caja
Agua y comida ad-libitum

Resultados

Realizamos un ANOVA mixto de cuatro vias (factores entre-grupo: respuesta de ansiedad
[AA, MA y BA], orden de presentacidn de las pruebas y sexo; factor intra-grupo: sesiones de ingesta
[1-9]. EI ANOVA arrojo efectos principales de sexo y sesiones de ingesta (F1,84= 10,37; p <0,01; Fs,
672 = 13,47; p <0,001; respectivamente) y un efecto interactivo entre ambos factores (Fs, 672 = 5,83; p
<0,001) Similar perfil se observo para el porcentaje de preferencia (Fs, 672 = 2,97; p <0,01). Las
pruebas post hocs indicaron que las hembras, pero no los machos, aumentaban el consumo de la
droga a lo largo de los dias, un efecto mas claramente observado a partir de la quinta sesion y
séptima sesion de ingesta (para las variables de g/kg y % de preferencia; respectivamente). Los
machos exhibieron un consumo bajo y estable a lo largo de la evaluacion. Contrario a nuestras
expectativas el perfil de consumo no se vio alterado ni por el orden de presentacion de las pruebas ni

por el nivel de respuesta de ansiedad.

En funcién de los resultados aqui observados tomamos algunos pardmetros para llevar a
cabo el Experimento 12. Por ejemplo, decidimos trabajar solamente con las hembras, ya que las
mismas mostraron una escalada en la ingesta de alcohol a lo largo de los ensayos. Para facilitar aun
mas el incremento del consumo de alcohol, y que quizas permitiria observar diferencias de consumo
en funcion de niveles de ansiedad, decidimos incorporar una semana (i.e., tres sesiones) al protocolo
de ingesta, replicando las condiciones de la semana 3 (i.e., 5% de etanol no endulzado vs. agua).

Una limitacion del experimento piloto fue que la presentacion de las pruebas de evaluacion
de ansiedad se efectuaba en dos dias —una por dia-. Para evitar la intromisién de factores histéricos
aleatorios y hacer la medida de ansiedad mas consistente y estable, decidimos presentar ambas en un
mismo dia. La locomocion en campo abierto, por ejemplo como otros comportamientos, representa
una reaccion compleja que involucra neofobia, excitabilidad y exploracién. El equilibrio de estos
aspectos es modulado directamente por el estado emocional con que ingresa un animal y las
respuestas fisiologicas de éste asociadas a la situacion (i.e., frecuencia cardiaca, miccion y/o

defecacion). Esto sugiere que cuando la actividad aumenta (por ejemplo, como respuesta de huida) o
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cuando disminuye (por ejemplo, como respuesta congelamiento) ambas reacciones podrian estar
indicando un estado emocional comdn de temor o ansiedad (Archer, 1973). Por ejemplo, Blanchard
et al. (1988) han sugerido que la valoracion de riesgo que hace un animal ante un contexto esta sujeta
a una relacion temporal que el animal experimenta desde una posicion inicial (i.e., en cuclillas) a otra
que implica movimiento como el desplazamiento de comportamientos que dejan de ser defensivos.
Bajo este concepto, el aumento o disminucion de conductas que evaltan el riesgo como respuesta a
situaciones relacionadas con la ansiedad, no s6lo podrian verse alteradas por la expresion de un nivel
de respuesta de ansiedad que analizamos, sino que también podrian depender del estado emocional
con que inicia un animal en cada prueba. Por ello consideremos conveniente presentar ambas pruebas
en contiguidad temporal, de manera que las diferencias de excitabilidad ante las pruebas se
redujeran, posibilitando de este modo la evaluacion del animal bajo un estado emocional constante y
que permitiera valorar mas claramente la consistencia de los aparatos. Consideramos mejor trabajar
con una mayor variabilidad de puntajes de ansiedad que provinieran de la muestra total de sujetos de

diferentes camadas; ya no preseleccionando animales por cada camada.
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Experimento 12. Niveles de respuesta de ansiedad y estrés inducido por inmovilizacion afectan

diferencialmente el consumo de alcohol en ratas hembras adolescentes
Introduccion

Como ya indicaramos, los individuos con altos niveles de ansiedad pueden ser mas sensibles a
los efectos de reforzamiento negativo del alcohol y, por lo tanto, pueden estar en situacion de riesgo
para el desarrollo de AUDs (Cappell y Herman, 1972; Kushner et al., 1994). Algunos estudios
brindan apoyo a la hipétesis de reduccion de tension (lzidio y Ramos, 2007; Manzo et al., 2014;
Ramos, 2007; Stewart et al., 1993), pero otros no han encontrado evidencia de dicha relacion (Da
Silva et al., 2004), o bien, encontraron una relacion inversa entre la ansiedad y el consumo de alcohol
(Henniger et al., 2002).

Una forma de analizar experimentalmente si altos niveles de respuesta de ansiedad predicen la
predisposicion al consumo de alcohol es clasificar a los sujetos en funcion de la respuesta de
ansiedad como altos- 0 bajos-ansiosos, por medio del empleo de pruebas de ansiedad validadas (por
ejemplo, LEC o LO; [Lister, 1990]) y después evaluar consumo de alcohol a través de pruebas de dos
o tres vias/botellas. Esta estrategia ha permitido encontrar una asociacion positiva entre la ansiedad
innata o de “rasgo” y una mayor ingesta de etanol, en ratones y ratas adultas (Bahi, 2013; Spanagel et
al., 1995; respectivamente)

Por otro lado, los individuos con altos niveles de respuesta de ansiedad pueden ser mas
sensibles a la estimulacién estresante y aversiva (Muigg et al., 2008), y se ha sugerido que los
adolescentes serian méas sensibles al estrés, y a las interacciones estrés-etanol, que los adultos. Por
ejemplo, se ha encontrado que la exposiciéon a inmovilizacion durante 90 o 120 minutos diarios por
cinco dias incrementa significativamente la respuesta de ansiedad y provoca la disminucion de peso
corporal en adolescentes, pero no en adultos (Stone y Quartermain, 1997). La restriccion del
movimiento o inmovilizacidon (conocida como “restraint” en la literatura anglosajona) es considerada
un factor de estrés psicologico, mayormente desprovisto de estimulacién nociceptiva periférica
(Herman y Cullinan, 1997; Weinberg et al., 2008). Asimismo, una exposicién a 90 minutos de
restriccion del movimiento reduce la investigacion social tanto en ratas adultas como en ratas
adolescentes. Curiosamente, este efecto es revertido por la administracion de dosis de etanol (0,25-
1,0 g/kg) en las ratas adolescentes, pero no en las adultas (Varlinskaya y Spear, 2012).

A su vez, otra interaccion relevante entre la adolescencia, el estrés y el etanol es que ratas
machos (Siegmund, et al., 2005) o hembras (Fillgrabe et al., 2007) que comenzaron a consumir

alcohol durante la adolescencia, pero no aquellas que se iniciaron durante la adultez, fueron sensibles
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a la facilitacion en el consumo de alcohol inducida por estimulacion nociceptiva periférica (i.e.,
shock). Este resultado, consistente con otros que se observaron en humanos (Dawson et al., 2007;
Lee et al., 2012), es importante porque sefiala un mecanismo por el cual la iniciacion adolescente o
“debut temprano” en el consumo de alcohol puede facilitar la transicion a patrones de uso y abuso de
esta sustancia.

Estos resultados, asimismo, resaltan la importancia de evaluar el consumo de etanol inducido
por el estres tempranamente en el desarrollo. El estrés durante la adolescencia puede facilitar la
aparicion y la escalada en el consumo de alcohol, probablemente en mayor medida que durante la
adultez; y subpoblaciones caracterizadas por altos niveles de ansiedad basal pueden ser
particularmente vulnerables a estos fenémenos.

Para obtener més conocimientos sobre la modulacion del consumo de etanol en funcién del
nivel de respuesta de ansiedad y por la exposicion a estrés durante la adolescencia, en el presente
experimento evaluamos el consumo y preferencia de etanol a lo largo de todo el transcurso de la
adolescencia, desde el DP32 y hasta el DP57, en ratas hembras clasificados como alta-, media-, y
baja-ansiosas en funcion de la respuesta basal de ansiedad (AA, MA, BA; respectivamente). La
clasificacion resulté del mismo indice multivariado de la respuesta de ansiedad derivada de las
pruebas, LEC y LO (que se describiera en la experiencia piloto). Estos animales fueron también
expuestos (0 no) a restriccion del movimiento, de modo similar a como se ha visto previamente
afecta a los efectos inducidos por etanol en ratas adolescentes, aunque no en adultas (Varlinskaya y
Spear, 2010).

En otras palabras, evaluamos consumo de etanol en animales agrupados por su nivel de
respuesta de ansiedad y que fueron expuestos a una fuente de estrés. La hipotesis era que el consumo
de la droga ejerceria efectos reforzantes negativos, es decir actuaria como un reductor de miedo o
tension, y que estos efectos facilitarian el consumo posterior. De este modo, aquellos individuos que
sufrieran ansiedad basal elevada (AA) serian mas sensibles a los efectos ansioliticos del etanol y a los
efectos del estrés; y, por ende, constituirian una poblacion de individuos vulnerables al consumo de la
droga. Si bien en el Experimento piloto previo no habiamos observado esta relacion, nuestra
expectativa era que los cambios realizados en relacion al Experimento piloto [i.e., la extension de la
prueba de ingesta, la caracterizacion por ansiedad en un solo dia y la mayor variabilidad en puntajes
de ansiedad derivada de trabajar con toda la muestra de sujetos (y ya no por camadas)] serian
cambios que favorecerian la expresion de diferencias en ingesta de alcohol en funcion de los niveles

de ansiedad.
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Disefio Experimental

Se empled un disefio factorial 3 (Respuesta de ansiedad: alta, media o baja: AA, MA y BA,
respectivamente) x 2 (Exposicion al Estrés: restriccion de movimiento o control; RES o CTRL,
respectivamente). EI nimero de animales por cada condicion fue la siguiente: AA-RES = 12, AA-
CTRL = 14; MA-RES = 9, MA-CTRL = 18; BA-RES = 9, BA-CTRL = 17. El nimero desigual de
sujetos por cada condicion se debid a que la asignacion de grupos en funcién de la respuesta de
ansiedad se produjo, debido a las caracteristicas propias del disefio experimento, después de la

finalizacion de los procedimientos experimentales.
Procedimientos Generales

Sujetos

Se emplearon un total de 132 ratas Wistar hembras adolescentes, derivadas de 25 camadas
nacidas y criadas en el bioterio del Instituto de Investigaciones Médicas M. y M. Ferreyra (INIMEC-
CONICET, Argentina). Se emplearon hembras debido a que la experiencia piloto anterior indico que
las hembras, aunque no los machos, exhibieron un patron progresivo de consumo que derivo en
niveles farmacoldgicamente relevantes de la droga. Este resultado es congruente con otros estudios
que indicaron que las ratas hembras consumen mas etanol que sus pares machos (Doremus et al.,
2005), en una gran variedad de condiciones que incluyen procedimientos de ingesta prologados
(Lancaster et al., 1996), de acceso limitado (Chester et al., 2006) y de auto-administracion operante
(Blanchard et al., 1993). Las demas condiciones de crianza fueron iguales a las descriptas en los

apartados iniciales.
Condiciones Experimentales y Pruebas de Comportamiento

Al DP26 los animales eran retirados de sus cajas de alojamiento y eran trasladadas a una
habitacion adyacente equipada con una caja de luz-oscuridad (LO) y un laberinto en cruz elevado
(LEC). Una camara de video fijada a un riel de metal colgaba del techo y permitia registrar el
comportamiento del animal en cada uno de los aparatos. El procesamiento de los videos se realiz6

mediante el programa EthoLog (Ottoni, 2000).

Los animales se colocaban suavemente en la plataforma central del LEC durante 5 minutos e
inmediatamente después eran trasladados y posicionados en el centro del compartimento blanco de
LO durante otros 5 minutos. Es decir, a diferencia de la experiencia piloto, en este experimento la

evaluacion de niveles de ansiedad se realizaba en un mismo dia, con el objeto de aumentar la
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confiabilidad del proceso de clasificacion y disminuir la interferencia de factores de confusion
histéricos y madurativos. Las dimensiones de cada uno de los dos aparatos fueron descriptas en

detalle en el apartado “aparatos pruebas de comportamiento” del Experimento 11.
Procedimientos de Ingesta de Etanol

El procedimiento fue similar al descripto en la Experiencia Piloto. Mas en detalle, la ingesta
de etanol se evalud durante cuatro semanas a partir del DP32 al 58. Solo tres dias de cada semana
(lunes, miércoles y viernes) se ofrecia a los animales acceso a doble via de fluidos. Cada sesion de
ingesta tenia una duracion de 18 h; esto era, dia de por medio (intermitente) tenian acceso limitado
“overnight” desde las 15:00 a 9:00 h. Cada sesion de ingesta involucraba la presentacion de dos
botellas. Mas en detalle, las sesiones tuvieron lugar los DPs32, 34 y 36 (primera semana de ingesta;
sesiones 1-3), DPs39, 41 y 43 (segunda semana de ingesta; sesiones 4-6), DPs46, 48 y 50 (tercera
semana de ingesta; sesiones 7-9) y los DPs53, 55 y 57 (cuarta semana de ingesta; sesiones 10-12). Al
comienzo de cada sesion de ingesta los animales eran pesados y alojados individualmente en cajas
estandar con viruta de pino a las cuales se les incorporaban dos botellas. Una se llenaba con agua de
pico y la otra con una concentracion de etanol al 5% v/v. El etanol y el vehiculo se mezclaban con
sacarosa al 1% v/v (primera semana), con sacarosa al 0,5% v/v (segunda semana) o agua de pico
(tercera y cuarta semana). Esto era, los animales comenzaban a responder por soluciones levemente
endulzadas y a medida que se continuaban las sesiones la sacarosa se iba retirando hasta no
presentarse mas (sesiones 7-12) donde los animales consumian de las soluciones (etanol o agua) sin
endulzar.

A los fines del subsiguiente analisis de los datos, el consumo de etanol se dividié en dos
bloques de 6 sesiones de ingesta cada uno. Durante las sesiones 1-6 (bloque 1: semanas 1° y 2°) los
animales tenian acceso a soluciones endulzadas (etanol y vehiculo), mientras que durante las sesiones
7-12 (bloque 2: semanas 3° y 4°) los animales tenian acceso a soluciones sin endulzar (etanol y
vehiculo). El agua de pico sirvio como vehiculo para preparar la totalidad de las soluciones. La
posicion de ambas botellas se contrabalanceaba para cada sesion con el fin de evitar efectos de
lateralizacion. Un par de botellas, una con etanol y otra con vehiculo eran puestas en una caja vacia;
eran utilizadas para corregir los valores en la ingesta debido a perdidas propias a la mera
manipulacion (i.e., un control de derrame). Los valores de derrame eran descontados a cada botella
en cada sesion de ingesta. Cuando los animales no estaban en sesion de ingesta, permanecian
alojados en grupo de 3 animales por caja — junto a pares de la misma condicion experimental — con

acceso ad-libitum agua y comida. Es decir, los animales nunca estuvieron bajo condiciones de
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restriccion de acceso a fluidos o alimento.

Se registraron los g/kg y el porcentaje de preferencia de etanol [(consumo de etanol/ingesta
total de fluidos) x 100] y fluidos totales consumidos ml/100g [(consumo etanol + vehiculo) / (peso
del animal/100)]

Estrés inducido por Inmovilizacién (i.e., restriccién del movimiento)

Los procedimientos de estrés por restriccion del movimiento fueron similares a los descriptos
en la Seccion 1l (Experimentos 8 y 9) y en Acevedo et al. (2013) y Varlinskaya y Spear (2012). Los
animales eran inmovilizados 90 minutos (RES) en tubos de cloruro de polivinilo blanco (PVC) con
tapas en los extremos que tenian orificios para la respiracion, los DPs 46, 48 y 50, inmediatamente
antes del comienzo de las sesiones de ingesta 7, 8 y 9 (es decir, durante la tercera semana de la
prueba de ingesta). Los grupos controles no estresados (CTRL) permanecian sin tratar en su caja de
alojamiento. El estrés por inmovilizacion se realizd en los DPs 46, 48 y 50, ya que estos dias se
correspondian con las primeras tres sesiones en que los animales recibian alcohol sin endulzar y a
partir de las cuales habiamos observado en el Experimento Piloto la escalada en el consumo vy
porcentaje de preferencia por el etanol. Esto es, considerdbamos que las sesiones del bloque 1 (i.e.,
sesiones 1 a 6) eran aquellas en que los animales se iniciaban e iban estabilizandose en el consumo y
potencialmente aprendian acerca de la relacion entre consumo de alcohol y efecto de reduccion de
tension. La exposicion a estrés en las sesiones 7, 8 y 9 permitia que el estresor impacte sobre un
patron de consumo adquirido.

Analisis de Datos y asignacion de grupos en funcién de la respuesta de ansiedad en LEC
y LO.

Los animales fueron asignados a tres grupos en funcion del nivel de respuesta de ansiedad:
alto-, medio- o0 bajo-ansioso (AA, MA y BA, respectivamente). La asignacion a estos grupos era
resultado de la conformacion de un indice multivariado proveniente de las pruebas de LEC y LO.
Similar a como fuera descripto en el Experimento piloto, este indice era el promedio de la suma lineal
de los puntajes estandarizados (“z”) del % de entradas en los brazos abiertos del LEC y la latencia (s)
para cruzar al compartimento oscuro de LO. La media y desviaciones estandar para el porcentaje de
numero de entradas y la latencia (s) fueron 11,12 + 13,43 y 6,06 £ 5,72; respectivamente. Las
puntuaciones correspondientes a estas variables dependientes fueron estandarizados (puntuacion z, en
relacién con la muestra total de sujetos) y posteriormente sumadas y divididas en la mitad (en 2). De
este modo, obteniamos una puntuacién de respuesta de ansiedad para cada animal. El puntaje

obtenido por cada animal representaba una puntuacion general de la respuesta de ansiedad en el que
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los valores mas altos y positivos indicaban una respuesta relativamente baja de ansiedad (BA); y los
valores mas bajos y negativos, derivados del relativamente bajo nimero de entradas en los brazos
abiertos del LEC y la latencia méas corta para cruzar hacia el compartimento oscuro de LO, indicaban
una respuesta relativamente alta de ansiedad (AA). Indicadores multivariados similares se han
empleado anteriormente para indagar reacciones de rechazo condicionado en animales adultos
(Parker, 1995) y no destetados (Pautassi et al., 2008a)

Los grupos AA y BA correspondian a sujetos que exhibieron las puntuaciones generales de
respuesta de ansiedad del 20 % inferior y superior de la distribucion del promedio de los puntajes z,
respectivamente. Los MA correspondieron a los animales cuyas puntuaciones del promedio de los
puntajes z cayeron entre los percentiles 40 y 60 de la distribucion de las puntuaciones generales de
ansiedad. La divisién en percentiles superiores e inferiores, segin variables comportamentales, ha
sido una herramienta utilizadas en otros trabajos realizados en ratas adultas (Klebaur et al., 2001;
Nadal et al., 2005), infantes (Arias et al., 2009) y adolescentes (Acevedo et al., 2010); y que se ha
mostrado util para discriminar subpoblaciones susceptibles al consumo o reactividad incondicional o
condicional al alcohol y otras drogas.

La eficacia estadistica de este criterio de seleccion se evaluo a través de un ANOVA de una
via (factor entre-grupo: respuesta de ansiedad [AA, MA, BA], y variable dependiente: puntuacion
general de ansiedad). El peso corporal al comienzo y terminacion de las sesiones ingesta de etanol
(DP32 y DP 58, respectivamente) se analizé por separado a través de un ANOVA factorial de dos
vias (exposicion al estrés x respuesta de ansiedad).

El consumo de etanol (g/kg y el porcentaje de preferencia) durante el primer y segundo
bloque del protocolo de ingesta (blogue 1: sesiones 1-6; bloque 2: sesiones 7-12) se analizaron
mediante ANOVAs separados. EI ANOVA para los valores observados en el bloque 1 consider6 la
respuesta de ansiedad (AA, MA y BA) como factor entre-grupo y las sesiones de ingesta como
medida repetida. EI ANOVA para el bloque 2 considero la respuesta de ansiedad (AA, MA 'y BA) y
la exposicion al estrés (RES y CTRL) como factores entre-grupos, y las sesiones de ingesta como la
medida repetida. Se emplearon ANOVAs similares para analizar las puntuaciones de los fluidos
totales (m1/100g de peso corporal).

El consumo de etanol (g/kg y el porcentaje de preferencia) y de fluidos totales (ml/100 g) de
los animales que cayeron entre los grupos AA y MA; y entre los MA y BA (i.e., individuos sin
agrupacion) también fueron analizados. Estas variables de consumo fueron analizadas para el bloque
1y 2 atraves de ANOVAs mixtos de una y dos vias (factor entre-grupo: exposicion a estrés en el
analisis del blogue 2 y las sesiones de ingesta de etanol como medida repetida).

Un ANOVA indicd que los grupos que iban a ser asignados para recibir (RES) o no estrés
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(CTRL) exhibieron valores de ingesta de alcohol y vehiculo similares durante el bloque 1.

Resultados

Las puntuaciones generales (promedio de la suma lineal de los puntajes z de LEC y LO) de la
respuesta de ansiedad en los grupos de animales AA, MA y BA fueron las siguientes; -0,72 + 0,02, -
0,10 £ 0,02 y 1,03 £ 0,09, respectivamente. Las puntuaciones estandarizadas de las pruebas de LEC y
LO fueron los siguientes: -0,69 + 0,03 y -0,75 = 0,04; -0,13 £ 0,12y -0,08 + 0,12; y 1,14 + 0,26 y
0,92 + 0,31; para AA, MA y BA, respectivamente. La Figura 31 ilustra las diferencias significativas
entre los grupos en funcion de la respuesta global de la ansiedad y que fueron confirmadas por un
ANOVA de una via (F27 = 291,36, p <0,001). Las pruebas post-hocs indicaron que cada grupo era
diferente de los otros (ps <0,0001).
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Figura 31. Gréfico de puntos que representa los puntajes multivariados de ansiedad de cada una de las ratas hembras
adolescentes (n=79) asignadas a los tres grupos segun fue su respuesta de ansiedad: grupos alto-, medio- y bajo-ansioso
(AA, MA, BA; respectivamente). Los animales eran expuestos a ambas pruebas y en funcion de los valores obtenidos en
las mismas se generd una variable multivariada que indicaba el nivel de respuesta de ansiedad. El criterio de seleccion y
categorizacion de los animales resulté de un procedimiento de division por cuartiles de la poblacién general en funcién
del indice de ansiedad multivariado. Este resultaba del promedio de los puntajes estandarizados (“z”) del % de entradas
en los brazos abiertos del LEC y la latencia (s) para cruzar al compartimento oscuro de LO. Los valores mas altos y
positivos indicaban una respuesta relativamente baja de ansiedad (BA); y los valores mas bajos y negativos, derivados
del relativamente bajo ndmero de entradas en los brazos abiertos del LEC y la latencia més corta para cruzar hacia el

compartimento oscuro de LO, indicaban una respuesta relativamente alta de ansiedad (AA).
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Los pesos corporales fueron similares en todos los grupos definidos segun la exposicion a
estrés y la respuesta de ansiedad, tanto al comienzo como en la terminacion de las sesiones de ingesta
de etanol. EI ANOVA indicé ausencia de efectos principales o interacciones significativas. Los pesos
corporales (g) a los DP32 y 57 fueron los siguientes para cada condicién: 106,08 + 2,68 y 215,67 +
5,27 para AA-RES; 100,57 + 2,21 y 214,36 + 4,22 para AA-CTRL; 105,33 + 4,46 y 209,89 + 2,99
para MA-RES; 102,44 + 1,76 y 208,94 + 3,51 para MA-CTRL,; 106,33 + 4,27 y 221,22 + 5,98 para
BA-RES; 105,82 + 2,97 y 207,82 + 3.77 para BA-CTRL.

Como se ilustra en la Figura 32, el consumo de etanol durante las sesiones de ingesta del
bloque 1 (sesiones de 1-6, en las que el alcohol era levemente endulzado con sacarosa) fue similar en
los tres grupos. EI ANOVA para el consumo de etanol durante las sesiones del bloque 1 revel6 un
efecto principal significativo de sesiones de ingesta, Fs3es = 17,14; Fs36s = 10,86; ps <0,001; para g/kg
y % de preferencia, respectivamente. Las comparaciones planeadas indicaron que el consumo
absoluto y la preferencia fueron mayores en la primera sesion de ingesta que durante las sesiones
restantes. Asimismo indicaron que, después de la caida significativa en la sesion de ingesta 2 el
consumo absoluto de etanol (g/kg) se mantuvo estable a lo largo de las sesiones, mientras que el
porcentaje preferencia mostré un incremento significativo en la sesion de ingesta 4 respecto a las

sesiones 2y 3.
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Bloque 1: sesiones 1-6
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Figura 32. Consumo absoluto (g/kg, panel izquierdo) y porcentaje de preferencia (%, panel derecho)] de etanol durante
las sesiones de ingesta del bloque 1 (sesiones de 1-6, en las que el alcohol se presentaba levemente endulzado con
sacarosa) en funcion de la respuesta de ansiedad (alto-, medio y bajo-ansioso) exhibida en ratas hembras adolescentes. El
ANOVA report6 un efecto principal de sesiones de ingesta (ps <0,001; para g/kg y % de preferencia), el cual no fue
afectado por el nivel de respuesta de ansiedad observandose que el consumo absoluto y la preferencia fueron mayores en

la primera sesion de ingesta que durante las sesiones restantes.
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Durante el bloque 2 (sesiones 7-12, en la que los animales eran expuestos a botellas de etanol
vehiculizado en agua o vehiculo), observamos una variacion sustancial de la ingesta de alcohol en
funcion de la respuesta de ansiedad. Es importante recordar que antes de iniciarse las sesiones 7, 8 y
9 los animales eran expuestos a estrés durante 90 min. Como se puede observar en la Figura 33, los
animales con niveles de respuesta de ansiedad alta (alto-ansioso —AA-) consumieron mas etanol que
aquellos cuya respuesta de ansiedad era media o baja (medio- y bajo-ansioso; MA y BA;
respectivamente), pero este perfil s6lo se observd en aquellos grupos que no fueron expuestos a
estrés. Aparentemente el estrés indujo una reduccion significativa en el consumo y preferencia de
etanol en el grupo AA-RES. Estas impresiones fueron confirmadas por el ANOVA, que indic6 un
efecto principal de sesiones de ingesta (Fsses = 17,39 y Fszes = 14,26; ps <0,001; para g/kg vy el
porcentaje de preferencia, respectivamente). El estrés ejercié un efecto principal sobre el porcentaje
de preferencia etanol (F17s = 5,16; p <0,05) y estuvo préximo a la significacion sobre los g/kg (F173=
3,89, p =0,053). Observamos, asimismo, una interaccion significativa entre la respuesta de la
ansiedad, la exposicion a estrés y las sesiones de ingesta (Fio3es = 1,87 ¥ F1o36s = 2,04 para g/kg vy el
porcentaje de preferencia, respectivamente, ps <0,05).

Para entender mejor la direccion de estas interacciones, se llevaron a cabo dos series de
ANOVA:s. La primera serie [factor entre-grupo: respuesta de ansiedad, factor intra-grupo: sesiones de
ingesta] se llevo a cabo por separado para los animales estresados (RES) y para los animales no
estresados (CTRL). El objetivo era evaluar el efecto de la respuesta de ansiedad en la aceptacion de
etanol, en cada uno de estos grupos. EI ANOVA para los animales estresados indic6 s6lo un efecto
principal de sesiones de ingesta, Fssso = 15,03 y Fs3s0 = 12,68, para g/kg y % de preferencia,
respectivamente, ps <0,001. Las comparaciones planeadas indicaron que el consumo de etanol en los
animales estresados aumentd gradualmente desde las sesiones 7-8 a las sesiones 9-10; alcanzando su
maxima expresion en las sesiones 11 y 12. La asignacion de los grupos en funcién de la respuesta de
ansiedad y la interaccion entre este factor y las sesiones de ingesta no alcanz6 significacion
estadistica, para ninguna de estas variables.

Para los animales no estresados (CTRL), el ANOVA para g/kg de etanol consumidos indico
un efecto principal de sesiones de ingesta, y una interaccion entre este factor y la respuesta de
ansiedad (Fs2ss = 6,97; p <0,001 y Fuoz2ss = 2,16; p <0,01). EI ANOVA para el porcentaje de
preferencia etanol, a su vez, indic6 efectos principales de la respuesta de ansiedad y de sesiones de
ingesta (F24s = 3,25 y Fs235 = 7,50; ps <0,05; respectivamente), asi como un efecto interactivo entre la
respuesta de ansiedad y sesiones de ingesta (Fuwo230 = 3,52; p <0,05). Las comparaciones planeadas
indicaron que en las sesiones de 9, 10, 11 y 12 el porcentaje de preferencia por etanol fue

significativamente mayor en los sujetos con alta respuesta de ansiedad (AA), en relacion a sus pares
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con media respuesta de ansiedad (MA). Del mismo modo, las comparaciones planeadas también
indicaron que los g/kg de etanol consumidos fueron significativamente mayores en los animales AA,
en comparacion con sus pares MA, en las sesiones de 10, 11 y 12. Los animales de baja respuesta de
ansiedad (BA) exhibieron un nivel intermedio de consumo Yy preferencia de etanol, no difiriendo en

ninguna de la sesiones de ingesta respecto de los animales AA o MA.

Bloque 2: sesiones 7-12
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Figura 33. Consumo absoluto (g/kg, panel de la izquierda) y porcentaje de preferencia (%, panel de la derecha) de
etanol durante las sesiones de ingesta del blogque 2 (sesiones de 7-12, el alcohol se presenta sin endulzar con sacarosa) en
los tres grupos segun fuera su respuesta de ansiedad (alto-, medio y bajo-ansioso) exhibida en ratas hembras adolescentes
y que fueran expuestos 0 no a estrés (RES o CTRL; respectivamente) en las sesiones de ingesta 7-9 (bloque 2). El
asterisco (*) indica una diferencia significativa en el grupo AA entre los que fueron estresados y los que no fueron
estresados (g/kg y % preferencia; ps < 0,01). EI numeral (#) indica una diferencia significativa entre sesiones de ingesta
(ps< 0,001): en el grupo las sesiones 7 y 8 son diferentes de las sesiones 9, 10, 11 y 12 AA (g/kg y % preferencia); en el
grupo BA las sesiones 7 y 8 son diferentes de las sesiones 10, 11 y 12 en los g/kg; y de las sesiones 11y 12 en el % de
preferencia. La letra (o) indica una diferencia significativa en el grupo MA-RES entre las sesiones de ingesta (p <0,05):
las sesiones 7 y 8 son diferentes de 11 y 12 en los g/kg, mientras que la sesion 7 es diferente de las sesiones 11y 12 en el
% de preferencia. La letra () indica una diferencia significativa en el grupo AA-CTRL en el % de preferencia entre las
sesiones de ingesta 7 y 8 respecto de las demas 9, 10,11 y 12 (p <0,001). El signo et (&) indica una diferencia
significativa entre el grupo AA-RES y AA-CTRL en el % de preferencia en las sesiones 9, 10,11 y 12 (p < 0,05). Las

barras verticales indican los errores estandar de la media (EEM).

La segunda serie de ANOVAs se llevaron a cabo por separado para animales de alta, media
y baja respuesta de ansiedad (AA, MA y BA, respectivamente). El objetivo era comprender los
efectos del estrés sobre la ingesta de etanol en cada uno de los grupos segun fuera su respuesta de
ansiedad.

El ANOVA para los sujetos de alta respuesta de ansiedad (AA) indicd un efecto principal de
sesiones de ingesta y de exposicion a estrés (Fsi2o = 9,47; p <0,001; F122 = 10,54; p <0,01 y Fs120 =
10,86; p <0,001; F124=10,51; p <0,01; para los g/kg absolutos y porcentaje de preferencia de etanol,
respectivamente) y una interaccién significativa entre sesiones de ingesta y exposicion a estrés para
el porcentaje preferencia de etanol (Fsi20 = 2,41; p <0,05). Las comparaciones planeadas indicaron,
para ambas variables, que el consumo de etanol fue similar entre sujetos estresados y no estresados
(RES y CTRL,; respectivamente) durante las sesiones de ingesta 7 y 8. En las sesiones de ingesta 9 a
12, en tanto, los animales AA-RES consumieron significativamente menos (% de preferencia) que
sus pares AA-CTRL.

El ANOVA para los animales con una respuesta de ansiedad media (MA) indic6é un efecto
principal de sesiones de ingesta (Fs12s = 3,33; p <0,01) para el consumo de etanol absoluto y una
interaccion significativa entre sesiones de ingesta y exposicion a estrés (Fsi2s=2,99 y Fsi2s = 2,47; p
<0,05; para los g/kg absolutos y porcentaje de preferencia de etanol, respectivamente). Las
comparaciones planeadas revelaron que el consumo de etanol de los animales MA-RES fue
significativamente mayor en las dos Ultimas sesiones (11 y 12) que en las dos primeras (7 y 8) o solo
en la primera (g/kg y % de preferencia; respectivamente). ElI consumo de etanol en los animales MA-

CTRL se mantuvo estable entre las sesiones.
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El ANOVA para los animales con una respuesta de ansiedad baja (BA) indico so6lo un efecto
principal significativo de sesiones de ingesta (Fs120 = 6,66 y Fs120 = 5,20, p <0,001; para los g/kg
absolutos y porcentaje de preferencia de etanol). Las comparaciones planeadas indicaron una mayor
preferencia de etanol en las sesiones de ingesta 11-12 que en las sesiones de 7-8 y un mayor consumo
de etanol en las tres Gltimas sesiones de ingesta (10, 11 y 12) respecto de las sesiones de ingesta 7 y
8.

El consumo de fluidos totales fue similar entre los grupos. EI ANOVA para el consumo de
fluidos totales (ml/100g) durante las sesiones de ingesta del bloque 1 (cuando los animales tenian
acceso a soluciones de etanol endulzado) revelaron un efecto principal significativo de sesiones de
ingesta (Fs3ss = 37,86; p <0,001. Las pruebas post-hocs indicaron un consumo mayor de liquidos
durante las primeras 3 sesiones que durante las ultimas 3 sesiones de ingesta. EI ANOVA para las
sesiones del bloque 2 (cuando los animales tenian acceso a soluciones de etanol no endulzado) no
indico efectos principales o interacciones significativas entre los factores analizados. Los datos
descriptivos del consumo de fluidos totales (media y EEM) de cada grupo se describen en la Tabla 9.
Tabla 9. Consumo Total de Fluidos Totales (ml/100g de peso corporal) durante el bloque 1y 2 (sesiones 1-6 y 7-

12) en ratas adolescentes hembras de alto-, medio- y bajo- nivel de respuesta de ansiedad (AA, MA 'y BA;
respectivamente).

BLOQUE 1
Respuesta de Ansiedad  Sesion 1 (DP32)  Sesion 2 (DP34)  Sesion 3 (DP36)  Sesion 4 (DP39)  Sesion 5 (DP41)  Sesion 6 (DP43)
AA 3538+2,19 37,02+264 34,77+264 2589+159 27,69+202 27,02+£2,24
MA 34,74+£2,64 4068+335 4154+296 29,71+205 28,68+1,89 28,44+2,12
BA 3448+ 255 3518+262 3453+251 2785+164 2760+1,74 27,89+£1,72
BLOQUE 2
Respuesta de Ansiedad  Sesién 7 (DP46) ~ Sesion 8 (DP48)  Sesion 9 (DP50)  Sesion 10 (DP53) Sesion 11 (DP55)  Sesién 12 (DP57)
AA 2437+£249 20,30+£135 20,72+1,35 22,19+200 21,12+1,38 19,57 £ 1,28
MA 22,03+155 20,271,033 2094+105 21,08+£1,01 21,48+1,13 2152+1,31
BA 21,10+137 2082%+138 20,79+0,99 2151+1,00 21,30+0,73 19,62 + 0,87

Los valores de ingesta de etanol fueron también analizados en los animales que cayeron entre
los grupos AA 'y MA; y entre MA y BA (i.e., sujetos que no recibieron asignacion). EIl ANOVA para
las puntuaciones durante el blogue 1 indicd un efecto significativo principal de sesiones de ingesta
(Fs225 = 9,69 y Fs24s = 6,52; ps <0,001, para el consumo de g/kg absolutos y % de preferencia de
etanol, respectivamente. La ingesta de etanol fue mayor en las primeras sesiones de ingesta que en
las sesiones posteriores. EI ANOVA para g/kg de etanol consumido durante el bloque 2 revelo
efectos principales significativos de exposicion a estrés (Fis1 = 6,48; p <0,05) y de sesiones de

ingesta (Fs.2ss = 7,81; p <0,001). Las comparaciones planeadas indicaron un mayor consumo absoluto
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y porcentaje de preferencia de etanol en las sesiones de 10, 11 y 12 respecto de la sesién 1; asi como
un menor consumo de etanol en la sesion 2 respecto de la Gltima sesion. Quiza lo mas importante, las
comparaciones planeadas también indicaron que el promedio de ingesta absoluto de etanol fue
significativamente menor en los animales estresados (1,60 + 0,31 g/kg) que en los no estresados
(3,19 £ 0,39 g/kg). Los animales estresados también mostraron menor % de preferencia de etanol que
los controles no estresados (24,63 + 5,10 vs 39,47 + 4,47 %), sin embargo, el ANOVA para esta
variable estuvo proxima a la significacion estadistica (Fis: = 3,82, p = 0,056).
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Conclusion de la Seccion 111

El principal hallazgo en esta seccion fue que los adolescentes hembras con alto nivel de
respuesta de ansiedad exhibieron un consumo significativamente mayor al de sus pares con una
respuesta de ansiedad media. Una implicancia de estos resultados es que el nivel de ansiedad basal
parece tener influencia sobre el consumo de alcohol en las hembras, y que la direccién de este efecto
es consistente con la nocion que la poblacion de adolescentes que manifiesta una mayor ansiedad
estaria a mayor riesgo de iniciar y escalar el consumo de la droga. Las ratas AA exhibieron el doble
de consumo absoluto y hasta tres veces mas porcentaje de preferencia de etanol respecto de sus pares
con un nivel de respuesta de ansiedad promedio (MA). Otro hallazgo importante fue que este efecto
facilitador de la ansiedad sobre el consumo de etanol en animales alto-ansiosos fue inhibido por la
exposicion a estrés (AA-RES).

Las diferencias en el consumo y preferencia de la droga en funcion de los niveles de
ansiedad basal se expresaron significativamente en las sesiones de ingesta en donde la presentacion
de la solucion de etanol no estaba endulzado (blogue 2). No se encontraron diferencias entre los
grupos cuando el etanol estaba ligeramente endulzado (1 o 0,5 % v/v de sacarosa, bloque 1), ni se
observaron diferencias en cuanto al consumo general de fluidos en las pruebas.

En general la cepa de ratas Wistar muestra un consumo bajo de etanol, particularmente a
concentraciones > 5%, por lo que requiere de fases de adquisicion del consumo de alcohol
prolongadas o la privaciéon hidrica o de alimentos para facilitar el consumo (véase, por ejemplo,
Pepino et al., 2004; Ponce et al., 2008). En los experimentos de esta seccién pudimos evitar, al menos
parcialmente, estos inconvenientes. La evaluaciéon se extendié durante toda la adolescencia y los
animales terminaron por responder s6lo por etanol. La estructura general de la prueba de doble
botella utilizada, sin embargo, remeda a un paradigma de sustitucion progresiva de sacarosa. La
combinacion entre el consumo intermitente durante la tarde-noche y el empleo de un porcentaje bajo
sacarosa (1 o 0,5%) fue suficiente para inducir rapidamente la ingesta de etanol. Ya en las sesiones de
ingesta 7 y 8, en particular en los animales categorizados como alto-respondedores de ansiedad,
alcanzaron a consumir alrededor de 3-4 g/kg de etanol, lo que puede ser considerado como un umbral
importante en términos de relevancia farmacoldgica y consecuencias ansioliticos de la droga (Blatt y
Takahashi, 1999; Spanagel et al., 1995). También hay que sefialar que la concentracion de sacarosa
empleada para facilitar el consumo inicial (1 o 0,5%) fue en proporcibn mucho menor que la
empleada en otros estudios. Por ejemplo, en Morales et al. (2013) adolescentes tenian acceso limitado
(30-min) diario a una mezcla de etanol al 10%, 3% de sacarosa y 0,125% de sacarina.

El Experimento 12 es uno de los primeros trabajos en analizar la ingesta de etanol en
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funcién del nivel de respuesta de ansiedad innata en ratas adolescentes y es consistente con algunos,
pero no todos, los estudios que analizan este fendmeno en la edad adulta. Esto ultimo, sera analizado
en mayor profundidad en la discusion general de la tesis doctoral.

Consideramos que una caracteristica interesante alcanzada en esta seccion es que las
variables que fueron consideradas para generar el criterio de seleccion “asignacion” provinieron de
dos pruebas diferentes, en lugar de una; y que este criterio mejord sustancialmente cuando la
presentacion de las pruebas se realizaba en una sola oportunidad, evitando la introduccion de factores
de confusion histéricos o madurativos. Por otro lado, el indice multivariado que desarrollamos ha
sido una estrategia también empleada eficazmente en otros estudios como el de Parker (1995) y
Pautassi et al. (2008a); y nuestro trabajo ha permitido la deteccion del efecto del nivel de respuesta de
ansiedad innata sobre el perfil de consumo de etanol.

La estrategia de seleccion por medio una variable multivariada que refleja un nivel de
respuesta de ansiedad estuvo en consonancia con la propuesta de Ramos et al. (2008). Los autores
proponen, dado que las diferentes pruebas de ansiedad podrian reflejar diferentes aspectos de la
emocionalidad, que una evaluacion mas fiable de la respuesta de ansiedad requiere la integracion de
varias medidas derivadas de méas de un aparato o test. Para ellos plantearon la denominada "prueba
triple”, una integracion fisica de LEC, CA y LO unidas entre si conformando un solo aparato. La
estrategia alternativa empleada en esta seccion consistié en la combinacion de informacion sobre la
respuesta de ansiedad derivada de dos pruebas secuenciales (LEC y LO). Se ha observado de manera
similar (Nielsen et al., 1999) que la rotacién y la locomocion juntas -aunque no locomocion por si
sola- predicen el consumo voluntario de etanol en ratas Long-Evans. La actividad locomotora en un
campo abierto ineludiblemente ha sido utilizada como indicador que predice el reforzamiento
inducido por alcohol y la ingesta. Los animales que presentan una mayor actividad locomotora o la
falta de habituacion exhiben una mayor ingesta de etanol (Acevedo et al., 2010; Bisaga y Kostowski,
1993; Nadal et al., 2002).

En relacion a los efectos de estrés observados, estudios previos indican que este factor puede
exacerbar el consumo de etanol y que los adolescentes pueden ser mas sensibles que los adultos al
consumo inducido por estres (Flllgrabe et al., 2007; Siegmund et al., 2005). Sobre la base de este
conjunto de conocimientos, nuestra expectativa era que el estrés aumentaria el consumo de alcohol en
los animales, y que este efecto estaria exacerbado en sujetos con una respuesta de ansiedad basal alta.
Esta hipdtesis no fue corroborada. En el Experimento 12 el estrés inducido por la restriccion del
movimiento ejercio un drastico efecto supresor en este grupo de animales de alta-ansiedad basal. El
estrés no solo provoco una disminucion en el consumo en estos animales, respecto de pares alto-

ansiosos que no recibieron estrés, sino que los primeros tampoco incrementaron el consumo de la
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droga a lo largo de las sesiones de ingesta del blogue 2. También observamos una disminucion en el
consumo por efecto de la exposicion al estrés en el grupo de animales que no recibieron asignacion
grupal (individuos sin clasificacidn), ya que sus puntuaciones caian entre los deméas grupos. Esto no
ocurrid en los animales que exhibieron una respuesta media de ansiedad (MA). Por el contrario, los
animales MA expuestos a estres, aunque no sus controles (sin estres), exhibieron un incremento en el
consumo de etanol desde la sesion 7 a la sesion 12.

Este patron de resultados sugiere que el efecto de estrés por restriccion del movimiento en la
ingesta de etanol fue diferencial en funcion de la respuesta de ansiedad basal. La exposicion a estrés
provoco un efecto supresor en los animales categorizados como alto-respondedores de ansiedad (AA)
y un efecto de facilitacion leve, pero significativo, en sujetos con una respuesta media de ansiedad
(MA). Los efectos del estrés en términos de consumo de etanol a menudo han resultado complejos y
contradictorios. Retomaremos este anélisis en la discusion general.

En resumen, en la presente seccion los resultados sugieren que ciertos grupos de
adolescentes -especificamente las hembras con altos niveles de ansiedad basal- pueden estar a riesgo
de exhibir predisposicion a la ingesta de alcohol. También indican que el estrés, como se ha sugerido
en varias ocasiones (Pohorecky, 1981), puede ejercer efectos distintos sobre el consumo de etanol en
funcién del nivel de respuesta de ansiedad del organismo. Asimismo, los resultados aqui presentes
brindan nueva evidencia a la hipdtesis de reduccion de tension. En este sentido, estos resultados
proveen una herramienta para la deteccién de poblaciones vulnerables al consumo exacerbado del
alcohol, facilitando el desarrollo de estrategias de intervencion previas al desarrollo de patrones de

consumo problematico con la droga.
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Discusion General

Este trabajo de tesis aportdé nuevos conocimientos en relacion a un campo poco explorado,
como es la sensibilidad hedonica hacia el alcohol durante la adolescencia. Estudios previos habian
indicado que el adolescente exhibe un patrén idiosincratico de respuesta hacia numerosos efectos del
alcohol que parecen funcionar como barreras para el mantenimiento y escalada en el consumo. Las
ratas adolescentes exhiben, respecto de sus pares adultos, una relativa insensibilidad a los efectos
sedativos y de induccion del suefio del alcohol, y también muestran una menor sensibilidad a los
efectos aversivos de la droga (Anderson et al., 2010; Little et al., 1996; Spear y Varlinskaya, 2005;
Vetter-O'Hagen et al., 2009; White et al., 2002). Sin embargo, era ain desconocido si los
adolescentes percibian efectos positivos, apetitivos del alcohol y, mas importante ain, no se habia
explorado la relacion entre la respuesta motivacional apetitiva hacia los efectos del alcohol y el
consumo de la droga (Cunningham et al., 2000; Pautassi et al., 2009). A pesar que existen
antecedentes experimentales respecto a esta relacion, el supuesto de una asociacion significativa ha
resultado dificil de corroborar (Green y Grahame, 2008; Rodd et al., 2004).

Ademéas de analizar la sensibilidad hacia dichos efectos motivacionales durante la
adolescencia, consideramos que el conocimiento de los mismos resultaria una herramienta de gran
utilidad para discriminar aquellos sujetos que progresarian hacia un consumo problematico de
alcohol, de aquellos que conservarian un consumo controlado a pesar de tener exposiciones repetidas
a la droga.

Empleamos dos estrategias de abordaje. En las Secciones | y 11l empleamos disefios intra-
sujeto, en la que los sujetos fueron evaluados repetidamente desde la adolescencia temprana hasta la
tardia. La segunda estrategia implicd mediciones agudas, puntuales, en adolescentes, y a veces en
adultos. Mediante esta metodologia indagamos con mayor detenimiento los efectos estimulantes
motores inducidos por la administracion de etanol (Seccion I1).

El fin Gltimo de este proyecto doctoral fue desarrollar un modelo de prediccion de ingesta
durante la adolescencia, indagando variables candidatas a predecir el mantenimiento y la escalada en
el consumo problematico de alcohol; y que nos permitiesen detectar aquellos individuos susceptibles
de desarrollar problemas con la droga dentro de este periodo ontogenético.

No todos los adolescentes que se inician en el consumo de alcohol progresan hacia consumo
problematico o exacerbado (Schramm-Sapyta et al., 2009). Consideramos de suma importancia

determinar el peso especifico de los factores involucrados en esta transicion y esperabamos que el
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conocimiento derivado de este trabajo pudiera, en parte, servir como disparador para la conformacion

de politicas de accion especificamente dirigidas hacia las poblaciones conocidas en riesgo.

Una de las variables de mayor relevancia en este trabajo fue la locomocion en campo abierto,
inducida por la administracion aguda de etanol. La exposicién repetida o cronica a muchas drogas
psicoactivas, notablemente los psicoestimulantes, induce un fenémeno conocido como
sensibilizacion motora, que consiste en un aumento progresivo y duradero de los efectos estimulantes
motores iniciales inducidos por la droga (Quoilin et al., 2012). Se ha sugerido que la sensibilizacion
representa un paso fundamental en la transicion a la adiccion a sustancias (Vanderschuren y Pierce,
2010). Los efectos estimulantes motores agudos de las drogas también han recibido atencion.
Algunos trabajos en animales han reportado una correlacion positiva entre la locomocién inducida
por el alcohol y preferencia por la droga (Agabio et al., 2001; Colombo et al., 1998; Rodd et al.,
2004). En humanos, se ha observado que los individuos altos consumidores de alcohol -respectos de
los bajo consumidores- (King et al., 2002) y aquellos a riesgo de alcoholismo por exhibir una historia
familiar positiva de la patologia (Conrod et al., 1997) son mas sensibles a los efectos estimulantes del
etanol, sugiriendo que la sensibilidad a estos efectos podria ser un factor de riesgo para el desarrollo
de consumo problemaético con la droga (King et al., 2011; 2014).

En ratones adultos usualmente se ha reportado efecto estimulante motor a dosis bajas de
etanol, en tanto que a dosis altas la droga ejerce efecto supresor (Correa et al., 2001; Pastor et al.,
2002; Quoilin 2010; 2012). En ratas adultas, en tanto, la administracion sistémica de la droga
provoca una drastica disminucion en la locomocion (Chuck et al., 2006; Correa et al., 2003; Duncan
et al., 2000; Masur et al., 1986; Sanchis-Segura et al., 2005); y s6lo por medio de infusiones
intracerebroventriculares (ICV) de dosis bajas de etanol (0,35-2,8 ul) se observan signos de
activacion motora (Arizzi et al., 2003; Correa et al., 2003)

La administracion aguda de la droga en ratas pareciera ejerce un efecto depresor en los
adultos (Chuck et al., 2006; Duncan et al., 2000; Masur et al., 1986; Sanchis-Segura et al., 2005),
aunque un efecto estimulante en los infantes (Arias et al., 2008; 2009b; Pautassi et al., 2011). No
obstante, desconociamos los efectos de la droga en la rata adolescente.

En el transcurso de los diferentes experimentos (Experimentos: 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11)
siempre que indagamos sobre la reactividad motora ante la administracion aguda de etanol
observamos que las ratas adolescentes mostraban una robusta y confiable sensibilidad a los efectos
estimulantes de la droga en un rango amplio de dosis de etanol (1,25; 2,5; 3,0; 3,25y 3,5 g/kg). La
mayor parte de las evaluaciones fueron concentradas en los primeros 30 minutos post-administracion

de la droga; periodo en que los niveles de alcohol en sangre estan subiendo y los efectos apetitivos de
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la droga asociados se presumen son maximos (Cunningham y Prather, 1992; Nizhnikov et al., 2009;
Risinger y Cunningham et al., 1992). Durante esta parte inicial del proceso toxico, los adolescentes
mostraron similar reactividad motora que la que se observa en ratas infantes (Arias et al., 2008;
2009), ratones adultos (Faria et al., 2008; Stevenson et al., 2008); y mas recientemente, en ratones
adolescentes (Quoilin et al., 2010). Este ultimo antecedente es importante, porque generalmente se
habia reportado que los ratones adolescentes eran menos sensibles a la sensibilizacion motora
provocada por el etanol (e.g., Faria et al., 2008; Stevenson et al., 2008). Aparentemente, esta
discrepancia se debi6 a una diferencia en las dosis empleadas entre los estudios. Mientras que
generalmente el rango de dosis empleado en estos estudios oscilaba entre 1,0-2,5 g/kg; en el trabajo
de Quoilin et al. (2010) observaron que a dosis > 2,5 g/kg tanto los ratones destetados como
adolescentes eran mas sensibles a los efectos agudos y crénicos que sus pares adultos. No se habia
aun comparado, sin embargo, el efecto estimulante en ratas adolescentes y adultas, bajo un mismo
esquema experimental.

Nuestra hipotesis al respecto y en funcion de los antecedentes, era que los adolescentes
expresarian estimulacion motora, en tanto que los adultos mostrarian depresion motora. En uno de
los experimentos (Experimento 7) y contrariamente a lo esperado, tanto los adultos como los
adolescentes de la cepa Wistar mostraron similar locomocion inducida por la administracion de la
droga. Esta discrepancia pudo deberse a diferencias en los procedimientos empleados; entre ellos la
ruta de administracion. Generalmente, los trabajos que observaron ausencia de efecto supresor por
alcohol en ratas adultas, emplearon administraciones via intraperitoneal (Chuck et al., 2006; Rezvani
y Levin, 2004); la cual se ha visto ejerce un efecto aversivo de corta duracion (Cunningham et al.,
2002; 2003) e induce un perfil de absorcion-distribucién de los niveles de alcohol en sangre muy
diferente al observado tras el uso de intubaciones (Walker y Ehlers, 2009). Asimismo, el ambiente de
evaluacion que empleamos (Experimento 7) fue relativamente mayor (30 x 30 x 30 cm, 0 50 x 50 x
50 cm; adolescentes y adultos, respectivamente) que el utilizado, por ejemplo, por Chuck et al.
(2006) [28 x 28 x 28cm, para adultos], lo cual podria ser un elemento que haya favorecido la
expresion del efecto estimulante de la droga en los adultos. Ademas, a diferencia de nuestro trabajo,
donde los animales eran evaluados pocos minutos después de recibir las administraciones de etanol
(5 minutos post-administracion; 7 minutos duracion); los animales en otros trabajos eran evaluados,
por ejemplo, inmediatamente posterior a la administracion durante 30 minutos (Chuck et al., 2006) o
20 minutos post-administracion durante 60 minutos (Rezvani y Levin, 2004).

La ausencia de diferencias en términos motores entre los adolescentes y adultos no obedecio a
diferencias farmacocinéticas entre ambas edades (Experimento 7b). Asimismo, si bien nuestra

expectativa era que las ratas adolescentes mostrarian una mayor sensibilidad a este efecto de etanol
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respecto de los adultos, el resultado no era del todo incompatible con la literatura previa. Rezvani y
Levin (2004) observaron magnitudes similares de actividad motora inducida por la inyeccién (i.p.) de
una dosis 2,5 g/kg de etanol en ratas adolescentes y adultos.

Por otro lado, cuando realizamos comparaciones ontogenéticas en la cepa Sprague-Dawley -
SD- (Experimentos 8, 9 y 10) en relacion a este efecto del alcohol, los adolescentes, aunque no lo
adultos, mostraron activacion motora y fueron menos sensibles a los efectos depresores de la droga.
Las ratas SD consumen etanol a concentraciones altas [i.e., > 10% v/v] (Brunell et al., 2005;
Doremus et al 2005; Vetter-O"Hagen et al., 2009); en tanto que la cepa de ratas Wistar consume
relativamente poco de la droga cuando se les provee acceso a concentraciones > 6% v/v de etanol
(Pepino et al., 2004; Ponce et al., 2004; 2008). Es interesante, por lo tanto, que esta diferencia en el
consumo se asocié en la presente tesis a diferencias en la sensibilidad entre edades al efecto
estimulante (i.e., se observaron diferencias ontogenéticas en el efecto estimulante del alcohol en ratas
SD pero no en ratas Wistar). Debe notarse, sin embargo, que hay resultados contradictorios y que
este patron puede variar dependiendo de las condiciones y modalidades en que el animal experimenta
la droga. Linseman (1987) report6 lo contrario, es decir que la cepa Wistar consume més que la SD
es un esquema de consumo limitado (1h diaria) donde el animal no era privado del consumo de
comida y agua habitual. No obstante, cabe mencionar que también en periodos méas tempranos de la
ontogenia se observa un patron de consumo disimil entre cepas. Mientras que las ratas infantes
Wistar responden a concentraciones 3-6% (Dominguez et al., 1993; Miranda-Morales et al., 2010;
Ponce et al., 2008), las ratas infantes SD responden por concentraciones 3-15% (Miranda-Morales et
al., 2012) en un esquema operante.

Se podria argumentar que la estimulacion motora obtenida en esta tesis en las ratas SD no fue
fiable puesto que el efecto estimulante fue de poca duracion y se limitd a los primeros minutos de la
prueba. Los estudios previos en ratas Wistar adolescentes y adultas y en ratones adultos Swiss
(Acevedo et al., 2010; 2013; Faria et al., 2008; Quoilin et al., 2010; 2012) concuerdan, sin embargo,
que la expresion de la estimulacion motora aguda y la sensibilizacion motora luego del tratamiento
con etanol se encuentra regularmente durante los minutos iniciales de la prueba, cuando los niveles

de etanol en sangre estan subiendo.

En la tesis también se analizaron factores que pueden potencialmente modular la expresion de
activacion inducida por alcohol, como es la exposicion a estrés. La evidencia indica que los
adolescentes serian mas sensibles a situaciones estresantes que los adultos. Por ejemplo, Stone y
Quartermain (1997) encontraron una respuesta exacerbada de ansiedad y menor peso en ratas

adolescentes, pero no en las adultas, expuestas de manera cronica a privacion social y a restriccion
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del movimiento, respectivamente. Mas recientemente, Doremus-Fitzwater et al. (2009) observaron
que los adolescentes eran mas sensibles que los adultos a una variedad de consecuencias fisioldgicas
producto de la restriccion crénica de movimiento, como la alteracion en el peso corporal y el
aumento en los niveles de corticosterona. Curiosamente, en el Experimento 9 aplicamos estrés agudo
(por restriccion de movimiento o por privacion social) y observamos que los adultos, aunque no los
adolescentes, fueron sensibles a la privacién social aguda. Se ha visto en la literatura que el estrés
agudo y cronico ejercen efectos diferenciales (véase Katz et al., 1981)

A diferencia de otros estudios donde los adolescentes han sido mas sensibles que los adultos a
la interaccion entre estrés y alcohol; en nuestra aproximacion el estrés agudo no alterd la activacion
motora ejercida por el etanol. Los estudios que han encontrado alteraciones de esta indole; es decir,
que los adolescentes sean mas sensibles a la combinatoria de estrés y alcohol respecto de los adultos
emplearon pruebas con un fuerte componente social. Por ejemplo, el etanol reduce en los
adolescentes, pero no en los adultos, la ansiedad social provocada por estrés agudo sugiriendo una
interaccion entre el estrées y el efecto ansiolitico del etanol, especifica para la esfera social
(Varlinskaya y Spear, 2012).

Consistente con lo observado en el presente estudio, otros trabajos reportaron ausencia de
efectos del estrés en tareas que no tienen componentes sociales. Anderson et al. (2010) evaluaron en
adultos y adolescentes el efecto del estrés sobre la expresion de aversion condicionada al sabor -
AAS-). Observaron una menor aversion condicionada al sabor inducida por etanol en los
adolescentes respecto de los adultos; no obstante similar a nuestros resultados, el estrés no ejercié un
efecto sobre dicho aprendizaje en ninguna de las dos edades. Este patron de resultados no deberia
resultar llamativo, ya que como hemos visto durante la adolescencia el valor atribuido a los estimulos
sociales cobra mayor importancia que en la adultez. En este sentido, la probabilidad de encontrar
diferencias entre adolescentes y adultos que reflejen la interaccién de etanol y estrés seria mayor en
situaciones que involucran componentes sociales.

En resumen, los adolescentes se mostraron insensibles a las modalidades de estrés empleadas;
ni la privacion social ni la restriccion del movimiento alteraron la actividad motora en este grupo
(Experimentos 8 y 9). Cabe, sin embargo, mencionar que en estos Ultimos experimentos el contexto
en que eran evaluados era nuevo; esto es, los animales no habian sido habituados al mismo.
Desconociamos, el vinculo que podria entablar las condiciones de estrés y la novedad del contexto
para estos animales. En algunos trabajos se ha visto que la novedad del ambiente modula el efecto
estimulante motor del etanol en ratas infantes (Arias et al., 2009b), ratas adultas (Cools y Gingras,
1998; Hoshaw y Lewis, 2001). Por ejemplo, Cools y Gingras (1998) indicaron que dependiendo de la
reactividad espontanea hacia la novedad del contexto (alta- o baja-) observaron que la altas
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respondedoras a la novedad del contexto luego de la administracion de una dosis de 1,0 g/kg de
etanol expresan sensibilizacion motora, esto mismo no ocurre en las baja-respondedoras a la
novedad. No obstante, en el Experimento 6 observamos que el etanol indujo efecto estimulante
motor, aun cuando los animales habian sido previamente habituados/familiarizados al ambiente de
evaluacion.

Desde el comienzo del trabajo doctoral consideramos al efecto estimulante motor como
indicador de reforzamiento apetitivo mediado por etanol (Meyer et al., 2009; Wise y Bozarth, 1987);
por ejemplo en los Experimentos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9 y 10. Sin embargo, ¢era este aumento en la
locomocion producto del alcohol un indicador confiable de efecto estimulante; o, alternativamente,
podia ser un indicador de la propiedad ansiolitica de la droga; o bien una interaccién entre ambos
efectos? Es importante plantear esta explicacion alternativa. Bajo la misma, la administracion de
alcohol disminuiria la ansiedad a los espacios abiertos y por lo tanto aumentaria la exploracion y
distancia recorrida en los mismos.

No seria la primera ocasion en que en la literatura sobre alcohol haya encontrado dificultad
para discriminar adecuadamente si una consecuencia conductual del alcohol responde a un efecto
apetitivo o ansiolitico. Por ejemplo, este problema se encuentra en los estudios de condicionamiento
de preferencia al lugar en los que se utiliza como estimulo condicionado un contexto que,
inicialmente, fue el menos preferido de dos opciones (Zakharova et al., 2009). En estos trabajos, se
realizan apareamientos entre este contexto y los efectos del alcohol, durante la fase de
condicionamiento [véase Ciccociopo et al. (1999)]. Este procedimiento deriva en un incremento
significativo en el tiempo pasado durante la evaluacion sobre el compartimento asociado a los
efectos de la droga; el cual inicialmente, antes del condicionamiento, era el lugar menos preferido.
Una limitacion de este trabajo y trabajos similares es que no es claro si efectivamente una mayor
preferencia por el EC después de los condicionamientos refleja una propiedad apetitiva o ansiolitica
de la droga —que aminora o quita la caracteristica aversiva inicial del lugar-. Otro ejemplo que deja
visible esta ambigledad surge al evaluar los efectos de la droga sobre la exploracion en un campo
abierto inescapable. Los estudios que analizan la actividad motora inducida por etanol reportan
medidas comunes, aunque las interpretaciones tedricas respecto de lo que observan son diferentes y,
a veces, opuestas. Puede interpretarse que los cambios en la distancia recorrida en un campo abierto
indican aumento o reduccion de ansiedad. Karayadian et al. (2013) consideraron que un menor
numero de cruces y menor cantidad de postura de erguimiento serian indicadores comportamentales
de ansiedad durante la abstinencia de alcohol. Fukushiro et al. (2012) analizaron el efecto agudo y
cronico del alcohol sobre la actividad en ratones e interpretaron el incremento en la locomocion tras

la administracion aguda de la droga como indicio de que ésta tenia la capacidad de quitar el valor
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aversivo de la novedad del contexto de evaluacion (i.e., efecto ansiolitico). No obstante, esto mismo
también ha sido considerado, en otros trabajos pero siguiendo los postulados de la teoria estimulante
psicomotora de la adiccion (deWit y Phillips, 2012; Wise y Bozarth, 1987), como indicador de
efectos apetitivos de la droga (i.e., Quoilin et al., 2010; 2012).

En este marco ambiguo consideramos importante analizar con mayor precision si el aumento
en la actividad en campo abierto tras la administracion de etanol en ratas adolescentes reflejaba un
efecto estimulante, o si el incremento estaba impulsado o modulado por las propiedades ansioliticas
de la droga. Para ello, realizamos un experimento donde no sélo focalizamos nuestra atencion en
comportamientos relacionados a los efectos del etanol durante la adolescencia, sino también
analizamos la relacién entre medidas de actividad y de ansiedad inducida por etanol en tres pruebas
de comportamiento ampliamente utilizadas para evaluar esencialmente ansiedad y también actividad
(i.e, CA, LEC y LO). Maés especificamente, evaluamos los efectos estimulantes y ansioliticos en un
rango de dosis variadas de etanol (0,0; 0,5; 1,25; 2,5 y 3,25 g/kg) durante los minutos post-
administracion 5-19, en estas tres pruebas.

Los resultados (Experimento 11) sugirieron que el aumento de la exploracion en CA tras la
administracion aguda de dosis 2,5 y 3,25 g/kg de etanol reflejaba un efecto estimulante, en principio,
relativamente independiente del efecto ansiolitico. En tanto que la dosis 1,25 g/kg indujo tanto
estimulaciéon motora en el CA como un efecto ansiolitico en LEC; pero estos efectos resultaron
relativamente independientes. La dosis 0,5 g/kg de etanol ejercid efecto ansiolitico en LEC aunque
no un efecto estimulante en CA. Estos resultados fueron consistentes con otro trabajo donde una
dosis de 2,0 g/kg ejerciéo ambos efectos (Boerngen-Lacerda y Souza-Formigoni, 2000). En conjunto
los resultados brindaron apoyo a la hipétesis de que el efecto estimulante medido en CA refleja un
efecto apetitivo, y que los efectos estimulantes y ansioliticos del etanol probablemente estén
mediados por distintos mecanismos. Asimismo apoyaron la concepcion que la utilizacién de drogas
que promueven el uso y abuso, como el alcohol, podrian estar dandose tanto por reforzamiento
positivo como negativo. A los fines de una mayor explicacion respecto de los resultados se sugiere

redirigirse al apartado de resultados del Experimento 11 o cierre de Sesion Il.

Por otro lado, también observamos correlaciones positivas entre las puntuaciones de
actividad/locomocién entre las pruebas. Esto era indicativo que cuanta mayor actividad hubiese en
una prueba tanto mayor seria la actividad en las otras pruebas. Este resultado es congruente con los
andlisis multivariados que asocian variables como la ambulacion en CA, entradas a los brazos
cerrados de LEC, o entradas a ambos brazos; a un factor comin denominado “actividad/locomocion”

(Files, 1995; Ramos et al., 1997; Rodgers y Johnson, 1995). Otra evidencia a favor de la disociacion

177



Discusion General

entre efectos estimulantes y ansioliticos fue la ausencia de correlacion entre las puntuaciones de
locomocion en CA y una menor respuesta de ansiedad en LEC o en LO, posterior a la
administraciones de la droga. Esto parecia indicar que el incremento en la actividad reflejaba mas un
efecto estimulante que ansiolitico. Asimismo, brindaba apoyo que a la nocion que plantea que el CA
es una prueba vélida para la medicion de estimulacion motora inducida por etanol; lo cual es
importante a la luz de las controversias asociadas a la validez de los resultados de estas pruebas
(Stanford, 2007).

El alcohol ejerce efectos motivacionales apetitivos y aversivos, que son importantes para
entender por qué algunos individuos progresan rapidamente del uso de alcohol al abuso y
dependencia, y que pueden ser medidos mediante procedimiento de preferencia condicionada al lugar
(CPL) y aversion condicionada al sabor (AAS) (Pautassi et al., 2009). La preferencia o aversion
posterior por los estimulos condicionados (e.g., textura y sacarina; respectivamente) asociados a los
efectos de la droga se consideran una medida del efecto motivacional inducido por el etanol. Muy
poco se sabia acerca de la sensibilidad a estos efectos durante la adolescencia de la rata.

En relacion a condicionamiento de preferencia al lugar en ratas adultas, generalmente a dosis
< 1,5 g/kg no se han observado efectos significativos (Busse y Riley, 2002; Busse et al., 2004; Funk
et al., 2004; Martijena et al., 2001; Sable et al., 2004), mientras que a dosis mayores (i.e., > 2,0 g/kg)
si algo se ha visto es que el alcohol ejerce aversion condicionada al lugar (Becker et al., 2002). Sin
embargo, cuando el etanol se co-administra con estrés (Matsuzawa et al., 1998) u otras drogas
(Marglin et al., 1988) la preferencia se expresa, y también cuando se emplean ratas jovenes-adultas
(i.e., 200-250 g de peso; Kotlinska et al., 2004). Mas recientemente, se ha reportado preferencia
condicionada al alcohol en ratas adolescentes (Philpot et al., 2003) y en ratas infantes mediante
condicionamiento de primer y también de segundo orden (Molina et al., 2007; Nizhnikov et al.,
2009; Pautassi et al.,, 2007; 2011; 2012b). También un par de trabajos reportaron que los
adolescentes eran sensibles a los efectos aversivos de la droga, aungue respecto a sus pares adultos
requerian dosis mas elevadas (> 1,5 g/kg) para mostrar dicho aprendizaje (Anderson et al., 2010;
Vetter-O’Hagen et al., 2009)

Cuando indagamos sobre la capacidad del adolescente para aprender los efectos de la droga
observamos que exhibieron aversion condicionada al etanol (Experimentos 2 y 3; inducido por una
dosis de 2,5 g/kg de etanol en un solo ensayo de condicionamiento) y condicionamiento de
preferencia al lugar inducido por etanol (Experimentos 4 y 5). Los adolescentes exhibieron aversion
adquirida al sabor mediada por una dosis de 2,5 g/kg de etanol y también mostraron preferencia

condicionada al lugar asociado a los efectos de una dosis de 1,0 g/kg de etanol. Este Ultimo efecto
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fue en si mismo relevante porque como menciondsemos anteriormente muy pocos estudios habian
indicado CPL mediante condicionamiento de primer orden, por ejemplo Peana et al. (2008) en ratas
adultas, y menos aun, durante la adolescencia etanol (Philpot et al., 2003)

Para evaluar la preferencia condicionada a la droga en ratas adolescentes empleamos
parametros que se derivaron en parte de dos antecedentes; en los que observaron aprendizaje
apetitivo inducido por etanol en ratas infantes con dosis de 1,0 y 2,0 g/kg con solo dos sesiones de
condicionamiento (Nizhnikov et al., 2009) y el otro trabajo Philpot et al. (2003) observaron
preferencia en ratas adolescentes en los periodos tempranos y tardios de esta etapa (DP25; 0,2 g/kg;
DP45; 0,5-1,0 g/kg). Conociamos que los efectos apetitivos del etanol en ratas infantes generalmente
han sido asociados a dosis bajas y los efectos aversivos a dosis moderadas o altas (Molina et al.,
2007; Pautassi, et al., 2008; Pautassi, et al., 2006). Estos estudios y el nuestro brindan apoyo a la
concepcion que el etanol es mas propenso a inducir preferencia por un lugar (EC) a dosis
relativamente bajas (i.e., 1,0 g/kg), en momentos en que los niveles de la droga en sangre estan
escalando (5-20 minutos post-administracion). Es interesante mencionar que fue durante la fase
ascendente de la curva de intoxicacion con la droga donde, en los primeros experimentos de esta
tesis, observamos los efectos estimulantes motores del etanol. Los estudios en humanos han
vinculado los efectos positivos/apetitivos del etanol con este momento de la curva de intoxicacion.
Por ejemplo, Conrod et al. (1997) y mas tarde King et al. (2002; 2011) mostraron que el aumento en
la frecuencia cardiaca inducido por el alcohol durante la fase ascendente de la curva de alcohol en
sangre (considerado un indicador de efecto estimulante del alcohol) correlacionaba positivamente
con la percepcion de los efectos positivos (i.e., euforia) inducidos por la droga; y que dicho
incremento estaba exacerbado en individuos a riesgo de desarrollar problemas con la droga (i.e.,
consumidores pesados o con historia familiar positiva de problemas con el alcohol). Los hallazgos
observados en esta tesis brindan apoyo a la nocion que los adolescentes serian sensibles a los efectos
positivos de la droga; inclusive serian mas sensibles que sus pares adultos (Pautassi et al., 2008b,
Philpot et al., 2003).

Era también un objetivo identificar sujetos susceptibles al reforzamiento inducido por el
alcohol. Se visto que las ratas que exhiben elevada actividad locomotora (i.e., altas-respondedoras)
en un campo abierto inescapable son mas resistentes al condicionamiento aversivo inducido por
anfetamina (Kunin et al., 2001). En nuestro caso evaluamos la relacién entre la actividad espontanea
y/o inducida por etanol en campo abierto; y las dos medidas de sensibilidad motivacional hacia el
etanol mencionadas (AAS y CPL). Nuestra hipotesis, basada en la teoria psicomotora de la adiccion
(Wise y Bozarth, 1987), era que la actividad inducida por etanol estaria positiva y negativamente

asociada, respectivamente, a la expresion de CPL y AAS por alcohol. Esta expectativa, sin embargo,

179



Discusion General

no fue corroborada como si se ha visto en otros trabajos entre CPL y el efecto psicomotor en
anfetamina y cocaina (Jerlhag et al., 2010; Kim et al., 1996; Tzschentke y Schmidt, 1998), o en
alcohol (Risinger et al.,, 1994). En este ultimo trabajo evaluaron tres indices de medidas
motivacionales del alcohol (consumo, AAS, CPP) en dos lineas de ratones criados selectivamente
por su respuesta motora inducida por etanol (lineas “FAST” y “LOW?”). Encontraron una correlacion
genética entre la sensibilidad estimulante motora y las medidas motivacionales. Los ratones FAST
consumieron y prefirieron més de la droga, fueron mas resistentes a desarrollar aversion por alcohol
que los ratones SLOW. En cuanto a la preferencia condicionada a una textura durante el
condicionamiento los ratones FAST mostraron mayor estimulacion motora después de la
administracion de 1,0 y 2,0 g/kg mientras que los ratones LOW no lo hicieron. A pesar de estas
diferencias en la que fueron condicionados con las dosis de 1,2 y 2,0 g/kg mostraron similar
preferencia por la textura asociada a los efectos de la droga. Existen por otro lado, estudios que
tampoco han logrado encontrar esta relacion; por ejemplo, la supresion de los receptores opiaceos
bloquea la expresién de CPP inducido por etanol, aunque no la activacion motora inducida por la
droga (Hall et al., 2001) y el haloperidol (antagonista dopaminérgico) inhibe la estimulacion motora
provocada por el etanol, aunque no afecta el CPL mediado por la droga (Cunningham et al., 1992).

A pesar de no encontrar relacion entre el efecto estimulante motor y las medidas
motivacionales, si encontramos que aquellos sujetos que recibieron vehiculo o que permanecieron sin
tratamiento (NT) durante la evaluacion de CA mostraron una asociacion positiva entre el nivel de
ambulacion en el CA y el CPL, y una asociacion negativa entre dicha ambulacion y la expresion de
AAS. Es decir, aquellos que mostraron mayor actividad espontanea en CA expresaron mayor
preferencia por la textura asociada a los efectos de la droga (i.e., lija, Experimento 4) y fueron mas
resistentes a la adquisicion de AAS mediada por etanol (esto es, consumieron mas del EC sacarina,
Experimento 3). Estos resultados sugieren que aquellos individuos con mayor respuesta espontanea o
reactividad a la novedad del contexto podrian ser mas sensibles a los efectos apetitivos y menos
sensibles a los efectos aversivos de etanol, y, por tanto, mas vulnerables a la adiccion (Nadal et al.,
2002; Redolat et al., 2009; Schramm-Sapyta et al., 2010). El nivel actividad motora en ratas en un
ambiente podria ser equiparable a las mediciones que, por ejemplo Zuckerman (2000), ha
identificado como blsqueda de la novedad en humanos, las cuales a su vez se ha indicado predicen
vulnerabilidad a la adiccion

El nivel més bajo de sensibilidad a las propiedades aversivas del etanol lo encontramos en el
grupo de ratas que habian sido expuestas previamente a la droga. Los animales tratados con etanol al
DP28 (3,0 g/kg) no mostraron disminucion en el consumo de sacarina (EC) respecto de su grupo

control, después de que esta sustancia fuera asociada a la accion del etanol (Experimento 3). En el
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Experimento 2 -donde la dosis de etanol fue levemente menor (2,5 g/kg)- hubo también una
tendencia hacia este efecto de pre-exposicion al El (Randich y LoLordo, 1979; Riley y Simpson,
2001), si bien el mismo no alcanz6 significancia estadistica. Podria postularse asi que, en los
adolescentes, el umbral para la induccion de pre-exposicion a los efectos aversivos a la droga se
encuentra entre 2,5 y 3,0 g/kg (200-230 mg%, NES, aproximadamente). En algunos estudios el
efecto de pre-exposicion ha sido explicado en funcion del desarrollo de tolerancia funcional a los
efectos de la droga tras la exposicion repetida a la misma (Berman y Cannon, 1974; Davis y Riley,
2007). Una explicacion alternativa podria ser que las claves contextuales presentes durante la
exposicion inicial a la droga pudieron asociarse con el El (i.e., efecto de malestar inducido por la
droga), y de esta forma, volver ineficaz, reducir o bloguear la capacidad del EC (sacarina) para
sefializar el efecto toxico de la droga (de Brugada et al., 2003). No obstante, es menos probable que
las claves/sefiales externas sirvieran para reducir el valor de la sacarina en un condicionamiento de
sabor. En general, este efecto suele explicarse como una reduccion de la eficacia del etanol como un
El aversivo. Vale mencionar que las dosis de etanol en la pre-exposicion y condicionamiento fueron
diferentes (3,0 y 2,5 g/kg; respectivamente). Algunas investigaciones han indicado que la magnitud
del efecto de pre-exposicion del El estaria en funcion inversa a la magnitud del mismo durante el
condicionamiento (Cannon et al., 1975). En nuestros experimentos, cuando ambas presentaciones
eran la misma dosis (Experimento 2) el efecto de pre-exposicion no alcanzo a ser eficaz; en tanto que
cuando la primera administracion fue medio gramo mayor (3,0 g/kg, Experimento 3) fue suficiente
para inhibir el aprendizaje aversivo.

Tuvimos algunas limitaciones en los experimentos donde examinamos las correlaciones entre
las medidas motivacionales (i.e., locomocion, CPL y AAS). En cada experimento solo examinamos
el efecto de una sola dosis de etanol durante la prueba de actividad al DP28 (3,0 g/kg, Experimento 3
y 2,5 g/kg, Experimento 4) y una sola dosis de etanol durante la/s sesiones de condicionamiento (1,0
o/kg, Experimento 4 y 2,5 g/kg, Experimento 3) de CPL y AAS; respectivamente. La poca
representatividad en términos de dosis limita, en parte, la generalidad de los resultados. Otro punto a
tener en cuenta, es que esta serie de experimentos fueron conducidos en la cepa WKAH/Hok
endocriada, las cuales exhiben una variabilidad genética menor a la cepa de ratas exocriadas. Es
interesante notar, sin embargo, que incluso bajo estas limitaciones encontramos una asociacién
negativa entre la ambulacion espontanea y AAS (Experimento 3); y una asociacién positiva entre la
primera y CPL (Experimento 4). Estos resultados son consistentes con los estudios llevados a cabo
en ratas heterogeneas (Arias et al., 2009d) y concuerda con los supuestos que indican que la
busqueda de novedad predice efectos de las drogas (Nadal et al., 2002; Redolat et al., 2009). Cobra

mayor relevancia cuando consideramos que los efectos motivacionales de las drogas son factores de
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maxima importancia en la regulacion de los procesos de busqueda e ingesta de la droga
(Cunningham, 2000).

Teniamos la expectativa encontrar que la activacion inducida por etanol seria capaz de
predecir el consumo de la droga (Experimento 2 y 11). Esta hipétesis no fue corroborada, al menos
de forma consistente y conclusiva. En algunas oportunidades, aunque no siempre, la teoria
psicomotora de la adiccion (Wise y Bozarth, 1987) ha encontrado correlato empirico. Algunos
trabajos que emplearon linea de ratas criadas selectivamente han indicado una relacion positiva entre
estimulacion inducida por etanol (preferentemente a dosis bajas) y preferencia en el consumo de
etanol. Por ejemplo, dosis 0,12-0,25 g/kg de etanol incrementan la locomocion en las ratas alcohol-
preferring (P) aunque son ineficaces para inducir estimulacion motora en la ratas alcohol-
nonpreferring (NP); y cuando se emplean una rango de dosis mayor (i.e., entre 0,5-1,5 g/kg) las NP,
pero no las P, exhiben un efecto depresor (Schechter, 1992; Waller et al., 1986). Dosis intermedias
0,25-0,50 g/kg provocan un perfil similar en las ratas Sardinian alcohol-preferreing (sP) respecto de
las Sardinian alcohol-nonpreferring (SNP) (Agabio et al., 2001). En esta ultima linea de rata
Colombo et al (1998) observaron que el consumo voluntario en las sP, bajo un esquema de 15
minutos de acceso a la droga, se sigue por un incremento en la actividad motora. También se ha visto
que el empleo de un rango de dosis entre 0,25-0,75 g/kg aumenta la locomocion en ratas
adolescentes P y high alcohol-drinking (HAD) aunque no ocurre esto en las NP y en las low alcohol-
drinking (LAD) (Rodd et al., 2004). Asimismo, tanto las P como las HAD adolescentes son
relativamente resistentes al efecto depresor de dosis mas altas de etanol (Rodd et al., 2004), respecto
de los pares adultos (Froehlich et al., 1988; Stewart et al., 1991, 1996) donde dosis > 1,5 g/kg en
ratas P y menores en NP han resultado aversivas. Otro resultado importante (Experimento 2) fue que
los individuos mas sensibles al efecto estimulante motor del alcohol resultaron méas sensibles a los
efectos facilitadores de la exposicion temprana al etanol sobre el consumo posterior. Esto ultimo
pudo determinarse una vez que caracterizamos sub-poblaciones de ratas adolescentes en funcion de
su alta o baja reactividad inicial a los efectos del alcohol (altos y bajos respondedores, (AR-BR,
respectivamente). Las diferencias en la sensibilidad a los efectos estimulantes del etanol entre ambas
poblaciones no estuvieron asociadas a diferencias en la metabolizacion de la droga (Experimento 2b).
Asimismo, las hembras tratadas con etanol y caracterizadas como altas respondedoras (AR)
consumieron mas alcohol durante las primeras 24 hs de acceso forzado a la droga que las tratadas
con etanol bajas respondedoras (BR) y que las hembras que no fueron iniciadas con la droga en
comparacion con las tratadas con etanol pero categorizadas como bajas respondedoras (BR) y con las

hembras que no fueron iniciadas con la droga. La importancia de estos resultados radica en que
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corrobora nuestra hipotesis que las diferencias individuales en la sensibilidad hacia la droga estan
asociadas al perfil de consumo de alcohol en ratas adolescentes.

Por otro lado, encontramos que la mera exposicion temprana a la droga (DP28) incrementd el
consumo Yy preferencia posterior de alcohol (Experimento 2 y 11) en dosis moderadas-altas (2,5 y
3,25 g/kg) pero no en dosis moderadas-bajas (0,5 y 1,25 g/kg), bajo condiciones de acceso forzado —
alcohol como unico fluido disponible- (Experimento 2) y también cuando las ratas tuvieron acceso a
otras soluciones ademas el alcohol (Experimento 11). Este efecto se expreso particularmente
importante en hembras, las cuales consumieron aproximadamente 8 g/kg de etanol en las primeras 24
hs (Experimento 2). En otros trabajos también las hembras adolescentes muestran mayores valores de
ingesta que los machos (Doremus et al., 2005; Loi et al., 2014; Piano et al., 2005; Sarviharju et al.,
2001; Truxell et al., 2007). En el Experimento 11 la administracion de una dosis alta de etanol (3,25
g/kg) incrementd la preferencia por la droga al dia siguiente. En este experimento el etanol era
preparado en una solucion de sacarosa al 1% v/v, aunque también se le ofrecia otras dos soluciones:
una de agua y otra de sacarosa en la misma concentracion con que se preparaba la solucion de etanol.
El incremento en el consumo de alcohol podria deberse a que los animales del grupo 3,25 g/kg
consumian por el efecto reforzador de la sacarosa o su valor como suplemento cal6rico; no obstante
este grupo de animales consumieron menos de la solucion que tenia solo sacarosa; de modo que el
incremento en la preferencia por el etanol no estuvo asociado a un incremento significativo en el
consumo de etanol. La disminuciéon en el consumo de una solucién azucarada posterior a la
administracion aguda (Rosellini et al., 1984) o crénica (Hout et al., 2001) de estrés se ha considerado
un indicador de estado emocional negativo (i.e., displacer).

Otra explicacién para el mayor consumo de alcohol luego de la administracion de la dosis de
3,25 g/kg podria vincularse a que una parte significativa del etanol no es metabolizado
hepaticamente, sino que se elimina directamente por respiracion, aliento, salivacion y orina (Winger
et al., 1992). La percepcion del olor del etanol, excretado no metabdlicamente, puede afectar la
respuesta posterior hacia la droga (Molina y Chotro, 1989). Es decir, la excrecién no metabdlica tiene
la capacidad de actuar como un EC que se asocia a los efectos incondicionales de la droga (EI) vy
posteriormente afecta la busqueda y consumo del mismo. Chotro y Arias (2007) reportaron un
aumento en la aceptacion posterior del alcohol en ratas infantes de 7 y 8 dias que recibieron
administracion de una dosis 3,0 g/kg de etanol; mientras que esta misma dosis genera aversion por la
droga mas tarde en la infancia (DPs10-11, 14-15; Chotro y Arias, 2007; Molina y Chotro, 1989;
respectivamente). En este sentido, el mayor consumo observado tras la exposicion a dosis altas (2,5 y
3,25 g/kg) sumaria nueva informacién, de que la adolescencia puede ser otra de las etapas de

desarrollo donde el aprendizaje quimiosensorial durante la intoxicacion conduce a un aumento en la
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predisposicion al consumo del etanol.

Lamentablemente, no incorporamos en las pruebas ingesta una forma de medir
temporalmente el perfil de consumo, por ejemplo mediante un licometro; por tanto, no podemos
afirmar que los animales hayan consumido suficiente etanol para inducir concentraciones de alcohol
en sangre farmacologicamente relevantes. Asi entonces, no podemos excluir la posibilidad que el
consumo de alcohol haya estado modulado -al menos parcialmente- por factores orosensoriales (i.e.,
gusto/olor). También es posible que el consumo elevado de alcohol en el grupo tratado con la dosis
3,25 g/kg estuviera impulsado por los efectos de abstinencia aguda del alcohol. Bajo esta hipétesis de
reforzamiento negativo, los animales habrian elevado su consumo para contrarrestar los efectos
negativos (i.e., resaca) de la elevada intoxicacion sufrida el dia previo. Nétese que se ha indicado que
veinticuatro horas posteriores a la administraciéon de 3,0-4,0 g/kg de etanol, las ratas adultas exhiben
hipertermia (Spiers y Fusco, 1992); mientras que las ratas adolescentes exhiben alteraciones en el
suefio de onda lenta (Ehlers et al., 2013). Aunque no medimos u observamos signos evidentes de
abstinencia, el consumo elevado de alcohol en ese experimento pudo haberse derivado por un efecto
residual aversivo de la droga. Esto es ciertamente una hip6tesis provisional; incluso se ha sugerido
que los animales necesitarian de varias asociaciones entre los efectos de la resaca o abstinencia y los

efectos del alcohol para aprender que su consumo alivia estos sintomas (Schulteis et al., 1996).

En esta tesis también logramos desarrollar un modelo que predijo significativamente el
consumo de alcohol en ratas adolescentes, més especificamente, mediante un conjunto de variables
obtenidas en el Experimento 11. Los animales eran evaluados secuencialmente en tres pruebas de
comportamiento (LEC, CA y LO) y carecian de experiencia previa con la droga al momento la
prueba de ingesta. EI anélisis de regresion multiple indicé que los animales que mostraron mayor
erguimiento y menor propension a transitar el area central del campo abierto, y mayor porcentaje de
entradas a los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz fueron los que consumieron mas alcohol.
Este grupo de variables permitieron explicar un 22% de la variabilidad de los valores de ingesta del
alcohol aunque no fueron Utiles para explicar significativamente el consumo de sacarosa; la cual era
presentada simultdneamente al alcohol durante la prueba de ingesta. Quiza una limitante importante
del modelo fue que el porcentaje total de varianza explicada fue relativamente bajo (i.e., un 78% de
la variabilidad total queda sin explicar). Cabe destacar, sin embargo, que una parte significativa de la
prediccidon se consiguié mediante este modelo que incorpora solo variables de comportamiento.
Estudios futuros deberian aprovechar estos hallazgos y ampliar el modelo a través de predictores
genéticos u hormonales, por ejemplo. Mas aun, el porcentaje total de la varianza explicada por el

modelo fue similar al que otros estudios han desarrollado y que también buscaban predecir la ingesta
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de etanol en funcion de variables de comportamiento (por ejemplo, Schramm-Sapyta et al., 2008).

Es importante mencionar que la conducta de “erguimiento” ha sido tradicionalmente
considerada como una medida de exploracion evocada por un estimulo nuevo, por ejemplo, el campo
abierto (Crusio, 2000; van Abeelen, 1975; 1977). Se ha visto que las diferencias individuales en
funcién del nivel de erguimiento de los animales (i.e., mucho y poco, altos y bajos, respectivamente)
se manifiestan ante la presencia de estimulos nuevos, como la novedad de un contexto; en tanto que
ante condiciones familiares la ambulacién es similar en ambos grupos; estas diferencias sugieren que
cada grupo procesaria diferencialmente la novedad (Pawlak y Schwarting, 2002). La exploracion
también ha servido para predecir la propension a consumir etanol (Nadal et al., 2002) y otras drogas
(Flagel et al., 2014). Similar a lo observado en otros trabajos (Schwarting et al., 1998; Thiel et al.,
1999) las diferencias individuales en el campo abierto entre los animales en funcion del nimero de
erguimiento no estuvieron relacionadas con los niveles de ansiedad en el laberinto elevado en cruz.

Segun la regresion mualtiple, un menor tiempo recorrido sobre el area central de CA estuvo
asociado a mayor consumo de alcohol. Esta baja propension a explorar el centro del CA puede
reflejar ansiedad relativamente elevada y, por tanto, una mayor predisposicién a consumir etanol por
reforzamiento negativo, como una via para aminorar este estado (Spanagel et al., 1995). La relacion
positiva entre el porcentaje de entradas a los brazos abiertos y el consumo de etanol, quiza fue menos
esperada. Sin embargo, teniendo presente que el periodo bajo estudio fue la adolescencia, el tiempo
pasado sobre los brazos abiertos pudo estar relacionada con otro aspecto de emocionalidad como, por
ejemplo, la toma de riesgo y busqueda de novedad las cuales han sido relacionadas consistentemente
con el consumo de etanol y otras drogas. (Nagoshi et al., 1991; Stojek y Fischer, 2013).

En un interesante estudio (Macri et al., 2002) encontraron que ratones de 35 dias de edad
exhibieron menor evitacion a explorar los brazos abiertos en un LEC que ratones de 61 dias de edad.
En contraste, la exploracion en LEC en ratones de 48 dias de edad en ambos brazos fue pareja. Los
adolescentes exhibieron mayores conductas de riesgo [i.e., “stretched-attend posture”— postura del
cuerpo extendido (cuello y hombros) de un animal mientras permanece en un mismo sitio], que sus
pares adultos. Esta informacion sugiere que los adolescentes perciben los espacios abiertos con
ansiedad, no obstante, ellos también exhiben busqueda de novedad que los hace explorar y pasar
tiempo en las secciones no protegidas del aparato. ElI experimento también indica, que a ciertas
edades el LEC podria indicar busqueda de novedad més que ansiedad y quiza el hecho de considerar
multiples variables de comportamiento permite comprender mejor el significado psicobioldgico de
una 0 mas pruebas. Estos resultados son interesantes en el sentido que posiblemente las variables
regresoras/predictoras de nuestro modelo (Experimento 11) pudieron haber estado reflejando otros

aspectos de la emocionalidad ademés de ansiedad, como la toma de riesgo. Esto es simplemente un
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supuesto, ya que la prueba de comportamiento no ha sido utilizada para evaluar este Gltimo
comportamiento. Existen otras estrategias comportamentales, mas especificas, para evaluar estos
aspectos del comportamiento adolescente que exceden el campo de estudio de esta tesis, pero que
podrian considerarse para futuras aproximaciones. Se podria evaluar la toma de decisiones
relacionadas con el riesgo; por ejemplo, mediante la "Tarea de Globo Analogo™ (Balloon Analog
Risk Task; BART) (Hunt et al., 2005; Lejuez et al., 2002; 2003; White et al., 2008) adaptada para
evaluacion en roedores (Jentsch et al., 2010). Esta prueba al igual que la estrategia empleada
mediante el modelo de regresion multiple estuvo orientada a responder a uno los objetivos quizad méas
ambiciosos de la tesis doctoral; esto es, identificar factores de vulnerabilidad para la deteccion de

poblaciones a riesgo de exhibir consumo problematico de alcohol.

La estrategia de discriminar sujetos por alguna caracteristica de comportamiento (Klebaur y
Bardo, 1999) que posibilitara predecir consumo de la droga, al mismo tiempo que detectar los
individuos susceptibles de iniciarse tempranamente y/o desarrollar problemas con la droga
posteriormente; fue eficaz. Observamos, sin embargo, algunas inconsistencias cuando indagamos
consumo de alcohol en ratas adolescentes por reforzamiento negativo. El efecto ansiolitico de etanol
ha sido propuesto como uno de los componentes que estarian mediando el consumo inicial de la
droga aminorando los estados no placenteros asociados a la ansiedad, miedo y estrés (Kushner et al.,
1990; Spanagel et al., 1995).

La evidencia sobre la relacion entre ansiedad y consumo del etanol arroja resultados
contradictorios. Una asociacion entre ansiedad incrementada y abuso de etanol ha sido inferida en
estudio en humanos (Kushner et al., 1990) y en animales (Bahi, 2013; Moller et al., 1997; Spanagel
et al., 1995), pero algunos estudios preclinicos indicaron una relacién opuesta (McMillen et al., 1998;
Schuckit y Hesselbrock, 1994). Por ejemplo, se ha encontrado que ratas selectivamente criadas por
una baja respuesta de ansiedad (LAB) consumen mayor alcohol que sus pares de alta respuesta de
ansiedad (HAB) (Henniger et al., 2002). Similarmente, la exposicion a estimulacion nociceptiva
periférica en roedores se ha visto aumenta, disminuye o no tiene efecto sobre la ingesta de etanol
(para revision y referencias, véase Pautassi et al., 2010).

En este trabajo de tesis observamos una relacion negativa (Experimento 11) y positiva
(Experimento 12) entre los niveles de respuesta de ansiedad y el consumo de la droga. En ambas
aproximaciones experimentales los sujetos eran asignados a tres grupos: alto-, medio-, bajo-
respondedores (AA, MA, y BA) que diferian en el nivel de respuesta de ansiedad. Los indicadores de
dichos niveles de ansiedad se obtuvieron de las pruebas de comportamiento LEC (Experimento 11), y

LEC y LO conjuntamente (Experimento 12). La razén por la cual incorporamos méas de una prueba
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en este Gltimo, era lograr una comprension multivariada de la respuesta de ansiedad, como ha sido
sugerido por Ramos (2008). Los autores entienden que las pruebas que miden ansiedad son
susceptibles de proporcionar informacién de aspectos similares y diferentes de emocionalidad; por
ello, una evaluacion més confiable seria la integracién de medidas que provengan de varias pruebas
en simultaneo. Propusieron la denominada “prueba triple”, que implicaba una integracion fisica del
laberinto elevado en cruz, el campo abierto y la caja de luz-oscuridad en un mismo aparato (Ramos,
2008).

La estrategia de emplear mas de un indicador para proporcionar una categoria ha sido
utilizada en otros estudios (Parker, 1995; Pautassi et al., 2008a) y en nuestra experiencia favorecid
sustancialmente la deteccion y caracterizacion del perfil de consumo de alcohol en las ratas
adolescentes, en funcion de la respuesta de ansiedad. Otro antecedente que brinda apoyo a la
estrategia es el trabajo de Nielsen et al. (1999) donde mostraron que la rotacion y la locomocion en
conjunto (aungue no locomocion por si sola) predicen el consumo voluntario de etanol en ratas Long-
Evans. Como hemos revisado anteriormente la actividad locomotora en campo abierto ha servido
como indicador que predice el reforzamiento inducido por alcohol e ingesta. Los animales que
presentan una mayor actividad locomotora o la falta de habituacién exhiben mayor ingesta de etanol
(Bisaga y Kostowski, 1993; Nadal et al., 2002).

Generalmente, para promover consumo de alcohol algunos estudios emplean fases
prolongadas de acceso a la droga hasta desarrollar adquisicion o, como también empledramos en el
Experimento 2, los animales son privados hidricamente (véase por ejemplo; Meisch y Thompson,
1972; Pepino et al., 2004; Ponce et al., 2008), o bien se les ofrece alcohol como unico fluido
disponible (Sinclair et al., 1992). También existen estrategias menos aversivas como el
procedimiento de sustitucion progresiva de sacarosa (Samson, 1986). Lo que se busca en todos casos
es incrementar la motivacion inicial hacia la droga y conservarla en el tiempo. El inconveniente,
quizas el mas importante, es que se requieren largos periodos de entrenamiento —i.e., varias sesiones
de ingesta- para que se observen cambios entre los grupos en la evaluacién del consumo o
tratamientos bajo analisis. En nuestra experiencia cuando la prueba de ingesta dur6 24 hs observamos
cierta renuencia en los animales méas ansiosos a consumir y preferir del alcohol; esto pudo deberse en
parte a lo mencionado anteriormente. En otras palabras, es posible que el menor consumo de etanol
en los animales alto ansiosos del Experimento 11 obedezca simplemente a que la prueba era de muy
corta duracion y que, bajo esas circunstancias, prime una aversion por situaciones nuevas antes que
una facilitacion del consumo por la ansiedad. De hecho se ha sefialado se requieren sesiones de
ingesta repetidas para que los animales aprendan la contingencia entre el acceso a la droga y los

efectos ansioliticos provocados por la misma (Samson et al., 2000).
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Parte de estos inconvenientes pudieron ser corregidos en el Experimento 12. En muy poco
tiempo -DPs32-58- la combinacion entre el consumo intermitente durante las horas en que
permanecen apagada las luces —consumo “overnight”- y el empleo de un porcentaje bajo sacarosa (1
0 0,5%) para facilitar el inicio del consumo fue suficiente para inducir rapidamente la ingesta de
etanol. Al respecto se ha visto que ratas expuestas al acceso intermitente de etanol en paradigmas de
doble via consumen altos volumenes de la droga (Simms et al., 2008), equivalentes a los obtenidos
en ratas genéeticamente seleccionadas para preferir la droga (Bell et al., 2006). El principal hallazgo
en esta Ultima aproximacion experimental (Experimento 12) fue que las ratas hembras adolescentes
caracterizadas por tener un alto nivel de ansiedad basal exhibieron un consumo significativamente
mayor al de sus pares con una respuesta de ansiedad media. Otro hallazgo importante fue que este
efecto facilitador de la ansiedad sobre el consumo de etanol solo se expresé en aquellas hembras
altas-ansiosas a las cuales no expusimos a estrés por restriccion del movimiento. Las diferencias en
el patron de consumo en funcion de los niveles de respuesta de ansiedad se evidenciaron mas
fuertemente durante la sesiones de ingesta en que los animales podian optar por agua o una solucién
de etanol que ya no estaba endulzada.

Este experimento fue el primer trabajo, en nuestro conocimiento, que analiz6 el consumo de
etanol en funcién de los niveles de respuesta de ansiedad en ratas adolescentes; y es consistente con
algunos estudios, aunque no todos, que analizaron también este fendmeno pero en la adultez. En un
estudio previo, Spanagel et al. (1995) encontraron un consumo significativamente mayor de etanol en
ratas adultas "ansiosas" respecto de un grupo de ratas "no ansiosos", mediante un procedimiento de 8
dias en el que los animales tenian acceso a concentraciones crecientes de etanol cada cuatro dias (2 o
4% soluciones de etanol). Asimismo, las concentraciones de alcohol en sangre alcanzados por las
ratas ansiosas fueron similares a las dosis de etanol que inducen efectos ansioliticos en ratas
evaluadas en LEC (i.e.,, 1,5 g/kg). Blatt y Takahashi (1999) reportaron que las ratas "ansiosas"
exhiben condicionamiento de preferencia al lugar a dosis de etanol que no ejercen efectos apetitivos
en ratas clasificadas como "normales™ 0 "no ansiosas". En ambos trabajos se consider6 como criterio
de clasificacion los puntajes obtenidos en LEC; en donde el punto de corte fue el tiempo pasado
sobre los brazos abiertos como el porcentaje de entradas a los brazos abiertos de LEC.

En cambio, los hallazgos obtenidos en ratas criadas selectivamente por tener una respuesta de
ansiedad o de consumo de alcohol exacerbada han sido menos consistentes. Por ejemplo, las ratas (P)
“alcohol-preferring” ampliamente utilizadas como modelo de alcoholismo (Bell et al., 2006), pasan
menos tiempo en los brazos abiertos de LEC y exhiben mayor condicionamiento de miedo que las
ratas (NP) “alcohol-nonpreferring” (Stewart et al., 1993). Las ratas hembras Floripa L, seleccionados

por explorar poco el area central de CA -indice de ansiedad elevada- exhibieron un mayor porcentaje
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de preferencia de alcohol que las ratas machos y que las ratas Floripa H, seleccionados explorar
mucho el centro del CA (lzidio y Ramos, 2007). Si bien estos antecedentes parecen favorecer la
hipotesis de una asociacion positiva entre la respuesta de la ansiedad y el consumo de alcohol, otros
estudios con ratas Floripa no encontraron diferencias en la ingesta de etanol entre ambas lineas (Da
Silva et al., 2004); y Henniger et al. (2002) encontraron sorprendentemente una relacion inversa en
ratas criados selectivamente por sus niveles de ansiedad (HAB y LAB; alto y baja respuesta de
ansiedad). En otras palabras, las ratas LAB consumieron significativamente méas de etanol que las
HAB.

El estrés provocado por la restriccion del movimiento previo a algunas de las sesiones de
ingesta afectd el perfil de consumo Unicamente a un grupo especifico de animales. Observamos una
caida en el consumo y preferencia de etanol en los animales de alta ansiedad; en tanto que en los
animales de nivel de promedio de ansiedad vimos un leve, pero significativo, efecto facilitador
provocado por esta fuente de estrés.

Los efectos del estrés sobre el consumo de alcohol/etanol no siempre han resultado sencillos y
a veces han sido contradictorios. Por ejemplo, se ha indicado que la exposicion a descargas eléctricas
aumenta, disminuye o no produce alteracion sobre la preferencia hacia el etanol (Fllgrabe et al.,
2007; Pautassi, et al., 2010; Siegmund et al., 2005; Volpicelli et al., 1990). Supusimos que bajo
nuestras condiciones la restriccion del movimiento aumentaria el consumo de alcohol en los
animales, y que este efecto estaria exacerbado en sujetos con una respuesta de ansiedad alta. Esta
hipotesis no fue corroborada. Posiblemente la caida en el consumo en este grupo de animales —alto-
ansiosos estresados- podria encontrar explicacion en la ley propuesta en Yerkes-Dodson en 1908 y
reformulada para los efectos del consumo de estrés sobre el consumo de alcohol por Miczek et al.
(2008). Esta ley predice tanto un aumento como una reduccion del consumo de drogas como efecto
de la exposicién a estrés moderado e intenso, respectivamente. En otras palabras, la relacion entre el
estrés y la ingesta de drogas se ajustan a una curva en forma de U invertida y, por lo tanto, una mayor
ingesta tras la exposicion a estrés se observaria solamente si los sujetos se encuentran en un “punto
critico” de la curva (Miczek et al., 2008). Segun este razonamiento, los sujetos de alta-respuesta de
ansiedad puede que percibieran el estrés provocado por la restriccion del movimiento mas
intensamente que sus pares con ansiedad promedio o baja. Esto es, simplemente una hipoétesis. Se
requieren mas aproximaciones en relacion a los fendmenos aqui abordados para comprender la
compleja relacion entre el estrés y la respuesta de ansiedad; y su efecto sobre el consumo de la droga
(Pohorecky, 1981).

En general, las variables que analizamos a lo largo de esta tesis no se vieron afectadas por el

factor sexo: tanto machos como hembras respondieron de manera similar frente a los diferentes
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desafios experimentales. Una respuesta disociada entre los sexos solo se observo cuando evaluamos
consumo de etanol. Las hembras consumieron méas alcohol que los machos en forma general.
Asimismo, observamos que el mayor consumo de alcohol se manifestd en los animales con alta
reactividad motora inducida por el etanol, particularmente en las hembras (Experimento 2) y también
en aquellas hembras con alta respuesta de ansiedad basal (Experimento 12) Esta diferencia entre los
sexos es consistente con antecedentes previos (Adams, 1995; Adams et al., 1991; Almeida et al.,
1996; Doremus et al., 2005; Lancaster y Spiegel, 1992; Li y Lumeng, 1984; Loi et al., 2014; Piano et
al., 2005; Sarviharju et al., 2001). Por ejemplo, Lancaster y Spiegel (1992) evaluaron ingesta de
cerveza en la cepa de ratas Long-Evans a concentraciones de 5% o0 10% durante 15 dias. En dicho
estudio indistintamente de las concentraciones ofrecidas las hembras consumieron mas alcohol que
los machos. En otro estudio (Blanchard et al., 1993) observaron que las hembras mostraron mayor
incremento en la liberacién de dopamina en el NACC en respuesta a la administracion de etanol,
asimismo consumieron mas de la droga que los machos bajo un esquema operante. La falta de
discriminacion entre las concentraciones y la mayor liberacion de dopamina inducida por la
administracion de etanol parecen indicar que las hembras serian méas sensibles a los efectos
reforzantes de la drogas respecto de los pares machos. También se ha sugerido que las hormonas
gonadales podrian estar modulando la respuesta neurogquimica hacia etanol; particularmente en las
regiones del cerebro asociadas al sistema de recompensa mesocorticolimbico. Algunos trabajos
sugieren que las diferencias en los mecanismos dimérficos sexuales en el cerebro (Fernandez-Ruiz et
al., 1992; McGivern et al., 1991) como los niveles de hormonas ovaricas circulantes en las ratas
hembras adultas pueden influir en la ingesta de etanol (Adams et al., 1996), posiblemente a través de
variaciones ciclicas en la capacidad de respuesta de los sistemas de recompensa hacia el etanol
(Blanchard y Glick, 1995). De hecho, se ha indicado que la ingesta de etanol en las ratas hembras
varia durante el ciclo estral, siendo el consumo mas bajo en proestro cuando los niveles de estrogeno
son mas altos (Forger y Morin, 1982; Morin y Forger, 1982). No obstante, existen otros trabajos que
indican que el consumo de etanol no se ve afectado por el ciclo estral de la rata (Ford et al., 2002;
Roberts et al., 1998).

La mayoria de los estudios que indagan las diferencias en los perfiles de consumo en funcién
del sexo se han centrado preferentemente en animales adultos. Posiblemente, las explicaciones aqui
mencionadas en funcién de estas diferencias no sean aplicables al periodo ontogenético de nuestro
estudio, es decir durante la adolescencia. Generalmente, comenzamos a trabajar en la adolescencia

temprana cuando las hembras aun no presentan ciclo estrales.
En resumen, el objetivo fundacional de este trabajo doctoral era la confeccion de un modelo
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que predijera consumo de alcohol durante la adolescencia. Esperabamos tambien desarrollar
estrategias metodoldgicas para la deteccion de poblaciones de adolescentes a riesgo de iniciarse y
mostrar un consumo elevado de la droga.

Para ello indagamos sobre una serie de variables de comportamiento y como era la
sensibilidad hacia los efectos motivacionales de la droga en los adolescentes. A tal fin, pudimos
introducir y estudiar en profundidad la estimulacién motora inducida por la droga como un indicador
fiable para la deteccion de sujetos propensos a iniciarse y consumir mas de la droga que aquellos
sujetos menos sensibles a dicha activacion; y comprobamos que en principio a ciertas dosis este
efecto no estaria asociado a potenciales efectos ansioliticos.

Pudimos reflejar la importancia que cobra la experiencia temprana con el alcohol para
modular el consumo de la droga posterior; particularmente, frente a dosis altas-moderadas. Tan solo
una experiencia con la droga, durante la adolescencia inicial, fue suficiente para alterar la respuesta
hacia la droga en términos de consumo durante la adolescencia tardia.

Los adolescentes se mostraron capaces de aprender sobre los consecuencias aversivas y
apetitivas del alcohol. Ambos efectos estuvieron asociados al nivel de ambulacion en campo abierto.
Lo que nos permitié conocer otra caracteristica que haria mas vulnerable a cierto grupo de individuos
respecto de otros; puesto que aquellos individuos mas reactivos al contexto en términos motores
percibieron mas los efectos apetitivos y menos los aversivos de la droga. EI consumo de alcohol en
las ratas adolescentes estuvo asociado tanto a los efectos estimulantes como a los efectos ansioliticos
del alcohol. Observamos que en el interior de un mismo grupo de referencia de pares era posible
detectar diferencias individuales en la sensibilidad hacia la droga que se asociaron al consumo
posterior de alcohol. Aparentemente, y segun indican los resultados obtenidos en el Experimento 11,
ambos efectos motivacionales estarian regulados por mecanismos independientes. Otro aporte de
suma importancia de dicho experimento fue que logramos disefiar un modelo de prediccion de
consumo mediante la identificacion de marcadores de comportamiento que estan presentes
conjuntamente en un mismo individuo.

Resumiendo, sindicamos como factores de vulnerabilidad para la reactividad hedénica al
etanol y para la ingesta de esta droga en ratas adolescentes a (a) la iniciacion temprana a la droga, (b)
la variabilidad natural en los niveles de respuesta de ansiedad, (c) la reactividad motora ante
contextos novedosos y (d) la estimulacion motora inducida por los efectos agudos de la droga.

Bajo diferentes condiciones los resultados ayudaron a caracterizar poblaciones de
adolescentes més vulnerables a iniciarse en el consumo de la droga. Las diferentes estrategias aqui
abordadas podrian ser consideradas en futuros estudios para diferenciar entre los adolescentes que

adoptaran un consumo problematico de alcohol de aquellos que conservaran un consumo controlado
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de la droga, a pesar de tener una libre disponibilidad de la misma. Asimismo podrian ampliarse y
refinarse contemplando predictores genéticos, neurales y hormonales.

Lejos de ser exhaustiva esta tesis, se requieren mas y nuevos abordajes experimentales que
permitan identificar mejor las condiciones que promueven consumo elevado de alcohol durante la
adolescencia asi como los factores que median la relacién entre la iniciacion temprana de etanol y la

vulnerabilidad al abuso y dependencia de etanol.
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