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RESUMEN

Los fetos de rata son capaces de percibir olores y sabores
derivados de la dieta materna, aprender sobre ellos y retener
esta memoria hasta la vida postnatal, expresando cambios en
la respuesta ante dichos estimulos. Cuando la madre gestante
ingiere alcohol, éste llega al feto, el cual es expuesto tanto a
sus propiedades quimiosensoriales (olor/sabor), como a sus
propiedades farmacolégicas. Los fetos pueden asociar ambas
caracteristicas del alcohol y aprender una preferencia
condicionada por su sabor y olor; lo que genera una mayor
atraccion por su olor en la etapa neonatal, y en la infancia y
adolescencia un mayor consumo de alcohol y un aumento de
la palatabilidad. Se ha demostrado que las propiedades
incondicionales del alcohol son en realidad mediadas por su
primer metabolito, el acetaldehido. El objetivo general de esta
tesis es el de analizar en profundidad las consecuencias de la
experiencia prenatal con las propiedades quimiosensoriales y
farmacologicas (incondicionales) del alcohol, tanto juntas
como por separado, sobre la respuesta postnatal al sabor y
olor etilicos, a sus propiedades incondicionales, o a otros
estimulos quimiosensoriales experimentados de forma
conjunta con esta droga. Los resultados mostraron que los
neonatos de rata pueden expresar una atraccion por el olor del
alcohol cuando, en ausencia de reforzamiento apetitivo, la
exposicion prenatal a las propiedades quimiosensoriales del
alcohol ha sido suficientemente intensa. Se observd que la

exposicion prenatal a un sabor neutro, como la vainilla, junto



con el alcohol induce, ademas de una mayor atraccion
neonatal por su olor, un mayor consumo en la infancia; lo que
no se observd en ausencia de acetaldehido. Ademas, se
encontré que la exposicion prenatal a la vainilla facilita el
condicionamiento postnatal de este sabor, tanto si se expone
sola como junto con el alcohol y sus efectos incondicionados.
Finalmente, se demostro que la exposicion prenatal al alcohol
dificulta el condicionamiento aversivo postnatal cuando el
alcohol actia como estimulo incondicionado. En conclusion,
se ha visto que la administracion de alcohol durante los
ultimos dias de la gestacion genera una experiencia prenatal
con las propiedades quimiosensoriales y los efectos
incondicionales del alcohol, la cual modifica la respuesta
neonatal e infantil ante el olor y sabor del alcohol, aunque
también ante otros estimulos experimentados de forma
conjunta con el alcohol. Esta experiencia prenatal también
puede facilitar el aprendizaje condicionado postnatal sobre el
sabor del alcohol y al mismo tiempo atenuar las consecuencias
incondicionales aversivas de esta droga. Es decir, la exposicion
prenatal al alcohol, por un lado, reduce el potencial aversivo de
la intoxicacion etilica y por otra parte genera una preferencia
condicionada prenatal por el alcohol que incrementa su
consumo. Estos dos efectos confirman que el consumo
materno de alcohol en Ila gestacidbn incrementa
considerablemente las posibilidades de que los sujetos
expuestos desarrollen un consumo problematico de alcohol

en etapas posteriores de la ontogenia.
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Introducciéon

1. CAPACIDAD FETAL DE PERCEPCION Y APRENDIZAJE

Esta bien demostrado que antes del nacimiento los
mamiferos son capaces de percibir estimulos y aprender sobre
ellos. A continuacion, se detallan evidencias sobre el desarrollo
de estas capacidades prenatales, que resultan imprescindibles

para comprender el trabajo llevado a cabo en esta tesis.

1.1 Caracteristicas generales del desarrollo fetal

El desarrollo prenatal de los mamiferos consta de dos
fases diferenciadas. La primera de ellas es la fase embrionariay
la segunda la fetal. La fase embrionaria comienza con la
fecundacion; tras la division del cigoto, el embrion se adhiere a
las paredes del utero y se comienza a formar la placenta y el
corddon umbilical. En esta fase ocurre la generacion y el
desarrollo de todos los organos del embrién, con las
particularidades de su especie (Smok, Roa, y Rojas, 2014). Tras
esto comienza la etapa fetal que durara hasta el nacimiento.
Durante esta fase no se generaran 0rganos nuevos,

unicamente maduraran los 6rganos ya desarrollados.

En los seres humanos, el proceso completo de la
gestacion tiene una duracion aproximada de 38 semanas,
desde el momento de la fertilizacion. Como en el resto de
mamiferos las células comienzan dividiéndose, y al séptimo
dia el embrion se implanta en el utero. Esta fase embrionaria
tiene una duracion de ocho semanas. A partir de la semana 9

comienza la fase fetal hasta el momento del nacimiento. En la
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rata, que es el modelo animal usado en este trabajo, la
gestacion dura 22,5 dias. La division celular previa a la
implantaciéon dura unos 2-3 dias y la fase embrionaria
aproximadamente hasta el dia de gestacion (DG) 15. A partir
de dicho momento y hasta el nacimiento es considerado un

feto (Smotherman, Robinson, y Robertson, 1988).

En los mamiferos, los embriones y los fetos se
desarrollan en un medio acuoso, el liquido amniébtico,
contenido dentro de la membrana amniética o amnios, y ésta
a su vez esta rodeada por la membrana coridnica (o corion),
que es parte de la placenta. La placenta es el 6rgano que
conecta al feto con su madre a través del cordon umbilical y
tiene, entre otras funciones, transportar nutrientes, eliminar
residuos vy luchar contra agentes infecciosos. El corddn
umbilical consta de una vena y dos arterias a través de las
cuales circula la sangre con los nutrientes para el feto y, del
mismo modo, enviar residuos para su eliminacion al sistema
materno. El liquido amnidtico es generado desde el plasma
materno, y contiene elementos necesarios para el desarrollo
prenatal, como aminoacidos, oxigeno o glucosa (Liley, 1972).
Muchas sustancias de la dieta materna atraviesan la placenta
en funcioén de factores tales como la dosis o concentracion, sus
propiedades quimicas y estructurales y su afinidad con las
caracteristicas de la placenta (Robinson y Méndez-Gallardo,
2010). Estas sustancias pueden tener propiedades
guimiosensoriales (olor y sabor) y/o poseer propiedades

toxicas o farmacologicas. La permeabilidad de la placenta va
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sufriendo cambios a lo largo del desarrollo fetal, volviéndose
mas permeable hacia el final de la gestacion, lo que facilita que
ciertas sustancias potencialmente nocivas la puedan atravesar
mas facilmente en esas etapas (Unadkat, Dahlin, y Vijay, 2005).
Muchas de estas sustancias provenientes de la madre pueden
llegar también al liquido amniotico en el que esta inmerso el

feto (Robinson y Méndez-Gallardo, 2010).

1.2 Desarrollo sensorial

Los mamiferos se pueden clasificar en altriciales o precociales,
en funcion del grado de maduracion sensorial y motora en el
momento del nacimiento, ademas del grado de dependencia
de los progenitores para conseguir cuidado y alimento (Hall y
Oppenheim, 1987). Los seres humanos y la gran mayoria de los
roedores, entre ellos la rata, son considerados mamiferos
altriciales, ya que nacen con un alto grado de dependencia

materna.

A pesar de las diferencias mencionadas, el desarrollo de
los sentidos en mamiferos sigue la misma secuencia. En primer
lugar, se desarrolla el sentido del tacto seguido de la
propiocepcion, luego la funcion vestibular, el olfato, el gusto y
por ultimo el oido y la vision. En la rata, los sentidos se
desarrollan en el mismo orden, pero al tratarse de un
mamifero altricial, los sentidos del oido y de la vista terminan
por desarrollarse tras el nacimiento; es decir, la cria de rata es

ciega y sorda hasta el dia postnatal 14 (PD 14) (Pedersen y
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Blass, 1982). El grado de inmadurez en el desarrollo de los
mamiferos altriciales, junto con su sistema nervioso también
inmaduro y la dependencia materna prolongada, conlleva
grandes limitaciones perceptivas, y por lo tanto de aprendizaje
para estos animales. A diferencia de la rata, el ser humano
nace con todos sus sentidos funcionales, aunque entre ellos
hay diferencias en el grado de maduracion. Esta disposicion
sensorial constituye una gran posibilidad de obtencion de
informacion en etapas muy tempranas del neurodesarrollo

(Hally Oppenheim, 1987).

Centrandonos en el desarrollo de cada sentido, las
primeras evidencias de que el tacto y la propiocepcion son
funcionales desde antes del nacimiento, se encontraron al
comprobar la reaccion fetal a estimulacion en determinadas
zonas como la perioral (Narayanan, Fox, y Hamburger, 1971).
Otros autores han encontrado, tanto en humanos como en
ratas, conductas motoras espontaneas que han sido
identificadas como aquellas primeras activaciones motoras
que, en el futuro, regularan la exploracion propioceptiva del
neonato (Robertson y Bacher, 1995; Robertson y Smotherman,
1990; Smotherman et al., 1988).

El sentido del olfato consta de tres subsistemas, cada
uno con su propia funcién; bulbo olfatorio accesorio, complejo
glomerular y el bulbo olfatorio principal. Los dos primeros
subsistemas estan completamente operativos antes del
nacimiento, y el ultimo termina por desarrollarse tras el

nacimiento. El bulbo olfatorio accesorio permite al feto
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detectar diferentes olores en el liquido amnidtico mientras
que el complejo glomerular interviene en la deteccion y
reconocimiento de olores presentes en el ambiente neonatal
relacionados con la madre v la lactancia (Mistretta y Bradley,
1986). En un estudio se encontré que crias de rata recién
nacidas, mostraban atraccion por el olor del liquido amniético
y que esa atraccion facilitaba los primeros episodios de
lactancia (Teicher y Blass, 1977). Del mismo modo observaron
que si limpiaban los pezones de la madre, eliminando el rastro
de la mencionada clave olfativa, los neonatos tenian
problemas para encontrarlos e iniciar la lactancia (Teicher y
Blass, 1976). Todas estas constituyen las primeras evidencias
de la capacidad del feto y del neonato de percibir olores y
responder ante ellos, ademas de mostrar la importancia de
este sentido para guiar la primera conducta de lactancia y la
busqueda de proteccion y cuidado materno (Pedersen, Greer, y
Shepherd, 1986).

El sentido del gusto también se ha observado que es
funcional poco antes del nacimiento, aunque no acaba de
madurar hasta etapas postnatales. Algunos autores han
observado que los fetos responden ante ciertas
estimulaciones gustativas, como por ejemplo a sabores dulces
(Arnold, Robinson, Spear, vy Smotherman, 1993; Mickley,
Remmers—-Roeber, Crouse, Walker, y Dengler, 2000). Aunque
se ha encontrado que el porcentaje de papilas gustativas
activas es muy reducido la primera semana postnatal, y que no

estan completamente operativas hasta la cuarta semana
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(Coopersmith, Lee, y Leon, 1986; Mistretta y Bradley, 1986).
Teniendo en cuenta esta informacion, resulta légico pensar
que en el feto habra aun una menor activacion de papilas que
en el neonato. Sin embargo, se ha encontrado que la
estimulacion quimiosensorial en el feto podria actuar
directamente sobre el nervio gustativo, lo que habilitaria la
posibilidad de detectar sabores por esta otra via (Mbiene y
Farbman, 1993).

En cuanto a la audicion, hay evidencia de que los fetos
humanos en su tercer trimestre son capaces de percibir
sonidos aplicados al abdomen materno (Moon y Fifer, 2000).
Igualmente, trabajos realizados con animales demostraron
que los fetos de los mamiferos estan expuestos, dentro del
utero, a una gran variedad de sonidos tanto de procedencia
materna como externa. La disponibilidad de estimulacion
acustica y el desarrollo de la audicion antes del nacimiento
posibilitan el aprendizaje prenatal, que adquiere gran valor
para los primeros momentos postnatales (Armitage, Baldwin, y
Vince, 1980). Por ejemplo, en humanos, tras el nacimiento, se
ha observado que los bebés reconocen la voz materna vy
ademas identifican sonidos experimentados prenatalmente

(Graven y Browne, 2008; Hepper, Scott, y Shahidullah, 1993).

Por ultimo, la vista en humanos comienza a
desarrollarse en torno a la vigesimosexta semana de gestacion
vy no finaliza hasta los seis meses tras el nacimiento (Moon y
Fifer, 2000). En la rata, lo referido a estos dos Ultimos sentidos,

tal como se habia comentado, no se encuentran funcionales
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totalmente hasta el dia postnatal (DP) 12, cuando el canal
auditivo se abre, y el DP 13, cuando se abre la fisura palpebral

(Cornwell-Jones y Sobrian, 1977).

1.3 Capacidad de aprendizaje prenatal

Hasta no hace mucho tiempo, se consideraba que un
sujeto comenzaba a aprender a partir del nacimiento, sin
embargo, va existen suficientes evidencias cientificas
demostrando que esto ya ocurre durante la etapa fetal (Alonso
y Chotro, 2004). La bibliografia cientifica sobre el aprendizaje
fetal muestra evidencias de aprendizaje simple, de caracter
no-asociativo, y también hay muchas evidencias sobre la
capacidad de los fetos para generar un aprendizaje mas

complejo, de tipo asociativo (Alonso y Chotro, 2004).

1.3.1 Evidencias de aprendizaje no-asociativo

Las habilidades de aprendizaje del feto comienzan con
los procesos mas basicos como la habituacion, Ila
sensibilizacion y la familiaridad. Se entiende por habituacion al
proceso de reduccion de la respuesta de un organismo ante un
estimulo por su presentacion reiterada, mientras que la
sensibilizacion es el aumento en la respuesta por la
presentacion repetida de un estimulo. En cuanto a la
familiarizacion, se refiere al proceso por el que un estimulo

novedoso pasa a ser familiar por la simple exposicion al
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mismo. En general, un estimulo familiar es preferido ante uno

novedoso (neofobia) (Cornell, 1979).

Hay diferentes estudios en los que se recogen ejemplos
de habituacion en fetos (Groome et al., 1993; Van Heteren,
Boekkooi, Schiphorst, Jongsma, vy Nijhuis, 2001). Por ejemplo,
en un estudio en el que se aplicaron estimulos auditivos sobre
el abdomen de las madres embarazadas, se encontré que esta
estimulacion producia en los fetos una respuesta de
orientacion cardiaca (bradicardia seguida de taquicardia). Tras
varios ensayos se encontré una disminucion de dicha
respuesta de orientacion; pero solo a partir de la semana 35 de
gestacion (Morokuma et al., 2008). En otro trabajo, empleando
estimulacion vibroacustica aplicada en el abdomen materno,
se observo que los neonatos se habitian mas rapidamente a
este tipo de estimulacion cuando han sido expuestos a la
misma durante la etapa fetal. Esto demuestra que el
aprendizaje prenatal puede facilitar este tipo de aprendizajes

en la vida postnatal (Gonzalez-Gonzalez et al., 2006).

El proceso de sensibilizacion en fetos también ha sido
observado por diferentes autores. Por ejemplo, en un estudio
con ratas se observdO que la intoxicaciobn con una dosis
moderada de alcohol inducia una disminucion de la actividad
motora general en los fetos. Esta depresion motora fue mayor
en sujetos con exposicion previa al alcohol (DG 17-19), lo que
fue interpretado por los autores como una sensibilizacion de la
respuesta motora al efecto depresor del alcohol (Chotro y
Spear, 1997).

10
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Con respecto a la familiaridad, como vya se ha
comentado previamente, existen evidencias de neonatos
mostrando preferencia por estimulos experimentados en la
etapa fetal. Por ejemplo, en un estudio sobre las capacidades
de los neonatos para discriminar las voces de sus madres
midiendo las succiones que realizaban a un pezén artificial,
comprobaron que ante la voz de su madre los bebés tienden a
incrementar la frecuencia de succion, mientras que disminuye
en presencia de una voz no-materna (DeCasper y Fifer, 1980).
También hay varias evidencias de preferencia por estimulos
familiares utilizando estimulacion quimiosensorial (olores y/o
sabores). Por ejemplo, en un estudio en el que mujeres
gestantes consumieron zumo de zanahorias en sus ultimas
semanas del embarazo, se encontr6 que a los seis meses de
edad sus hijos mostraron una reduccion de las respuestas
aversivas cuando les daban a probar por primera vez un puré
con sabor a zanahoria, en comparacion con bebés cuyas
madres no habian consumido zanahoria durante el embarazo
(Mennella, Jagnow, y Beauchamp, 2001). Un resultado similar
fue obtenido en otro estudio en el que mujeres gestantes
consumieron caramelos con sabor a anis al final de la
gestacion, vy luego sus bebés recién nacidos mostraron una
reduccion en la respuesta aversiva ante este olor, en
comparacion con bebés cuyas madres no consumieron

caramelos de anis (Schaal, Marlier, y Soussignan, 2000).

Al igual que en humanos, existen muchos estudios

aportando evidencias sobre la preferencia por estimulos

11



Introducciéon

quimiosensoriales experimentados en la etapa fetal. Por
ejemplo, en un trabajo con perros en el que las hembras
gestantes comian comida aromatizada con anis, observaron
que sus cachorros preferian la comida aromatizada con ese
aroma, en comparacion con otros cachorros no expuestos
(Wells 'y Hepper, 2006). Resultados similares fueron
observados en un estudio con gatos en el que las madres
fueron alimentadas con una dieta aromatizada con vainilla o
con eucalipto durante el ultimo periodo de la gestacion y/o
durante la lactancia. Encontraron que las preferencias de las
crias estaban marcadas por la exposicion prenatal o postnatal
a estos aromas, en comparacion con los grupos controles, pero
observaron que el efecto era mas robusto cuando habian sido
expuestos en ambos periodos, prenatal y postnatal. Esto
podria estar senalando que, a pesar de que la experiencia
prenatal o postnatal aisladas poseen un gran potencial para
generar aprendizajes no asociativos, ambas juntas generarian
un mayor impacto sobre las preferencias alimenticias (P. G.
Hepper et al., 2012).

Como se ha mencionado anteriormente, la experiencia
prenatal con olores adquiere una gran importancia a la hora de
guiar a los mamiferos en su primera lactancia. Durante el parto
la rata parturienta lame cada feto para extraer las membranas
v luego se lame el vientre, en ese proceso impregna con liquido
amniobtico toda su zona ventral, incluyendo los pezones. De
este modo, siguiendo el rastro olfativo del liquido amniético

(olor familiar), los neonatos encuentran de forma auténoma el
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pezén de la madre y pueden iniciar la primera lactancia. En
relacion con esto, en un experimento en el que se limpio el
vientre materno eliminando claves olfativas, los neonatos
tuvieron dificultades para encontrar el pezon. Ademas, cuando
se inyecto citral (aroma de limoén) en el liquido amnidtico de
fetos de rata a término, se observo que dos dias después del
nacimiento estas crias encontraban mas facilmente el pezén
materno si este habia sido impregnado con citral (Pedersen y
Blass, 1982). Ademas, se ha encontrado que hay una sustancia
con olor en comun presente tanto en el liquido amniético
como en la saliva materna, aunque aun no se ha aislado dicha
sustancia (Robinson y Méndez-Gallardo, 2010). Este tipo de
trabajos demostraron la especificidad del efecto de exposicion
prenatal a un olor concreto y, por ende, la capacidad de los
fetos para generar un aprendizaje por medio del proceso de
familiarizacion con un estimulo quimiosensorial. Otro ejemplo
interesante es un trabajo en el que se administré directamente
al liquido amnidtico de cada feto una pequena cantidad de
zumo de manzana durante el DG 20. Al DP 60 los sujetos
expuestos a la manzana consumieron mas cantidad de zumo
de manzana que de agua, y bebieron mas zumo de manzana

gue los sujetos sin exponer (Smotherman, 1982).

Ademas de los ejemplos ya citados, existe una gran
variedad de estudios con diferentes especies de mamiferos en
la que se encuentra consistentemente una preferencia vy
atraccion postnatal por sabores y olores experimentados

durante la gestacion. Algunos de estos trabajos, por ejemplo,
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se realizaron con conejos y bayas de enebro (Bilko, Altbacker, y
Hudson, 1994); en corderos con orégano (Simitzis et al., 2008);
en ratas con ajo (Hepper, 1988) y cineol o eucalipto (Abate,
Pepino, Dominguez, Spear, y Molina, 2000). Asimismo, en
varios estudios se ha encontrado que la exposicion prenatal a
estimulos quimiosensoriales no s6lo guia al recién nacido en
sus primeras conductas de lactancia, si no que puede modular
y facilitar el establecimiento de conductas alimenticias en
etapas posteriores (Abate, Spear, y Molina, 2001; Smotherman,
1982). Por ejemplo, en un estudio con cerdos se observo que la
exposicion prenatal a un aroma facilité la aceptacion de la
comida solida en el destete, cuando la comida estaba
aromatizada con dicho aroma (Oostindjer, Bolhuis, Van Den
Brand, Roura, y Kemp, 2010). También en ratas se ha
observado que la exposicion al final de la gestacion a un olor
particular, induce en la descendencia un aumento en el
consumo de sustancias con ese olor en la adolescencia (Abate
etal, 2001; Mennella et al., 2001; Schaal et al., 2000) y la adultez
(Smotherman, 1982).

1.3.2 Evidencias de aprendizaje asociativo prenatal

Ademas de la capacidad de adquirir aprendizaje no
asociativo, se ha demostrado que los fetos pueden adquirir
aprendizajes de tipo asociativo. Es decir, un estimulo, a priori
neutro o sin valor (estimulo condicionado, EC), que acontece

junto a otro con unas consecuencias positivas o negativas para
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el sujeto (estimulo incondicionado, El), adquiere sus
propiedades e induce una respuesta condicionada (RC) similar
a la del El. La mayoria de los trabajos que reflejan aprendizaje
asociativo en fetos fueron realizados con animales, aunque
también hay evidencias en humanos. Como ejemplo un
trabajo en el que se empleaba como EC estimulacion
vibrotactil vy como El un sonido fuerte que provocaba
movimiento fetal. Tras varios ensayos de emparejamiento del
EC con el El, observaron que la respuesta de movimiento fetal
era observada en presencia del EC; un resultado que confirmé
la capacidad de los fetos de adquirir aprendizajes asociativos
(Spelt, 1948).

Con ratas, en el primer estudio que demostro
condicionamiento clasico, se indujo una aversion
condicionada al sabor del zumo de manzana (EC) tras su
emparejamiento con cloruro de litio (El) al DG 20. Los sujetos
fueron evaluados en la infancia, al DP 16, y mostraron una
disminucion significativa en el consumo de zumo de manzana
en comparacion con sujetos no condicionados, es decir, una
aversion condicionada (Stickrod, Kimble, y Smotherman,
1982). En otro estudio, se encontré condicionamiento aversivo
incluso en fetos de 17 dias. Estos sujetos fueron aversivamente
condicionados al mentol y dos dias mas tarde, al DG 19, los
sujetos mostraron una supresion en la actividad general en
presencia del EC, mostrando aversion ante la reexposicion al
olor del mentol. Estos mismos autores encontraron que este

aprendizaje es especifico del estimulo que ha sido
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condicionado, es decir, que no se generaliza a otros estimulos
quimisensoriales (Smotherman y Robinson, 1985). En otro
estudio se encontré que al DG 20 los fetos de rata eran capaces
de asociar un pezoén artificial con la administracion oral de
leche, reaccionando posteriormente con movimientos bucales
solo ante la presentacion del pezon artificial (Smotherman,
Arnold, y Robinson, 1993). En otro estudio se observdé una
aversion condicionada al ajo en ratas de 6 semanas cuyas
madres fueron administradas con extracto de ajo seguido de
una inyeccion de LiCl (DG 18-19). Este resultado no se observo
cuando la administraciéon prenatal tuvo lugar dias previos (DG
15-16) (Gruest, Richer, y Hars, 2004). Este resultado podria
indicar que los fetos de rata antes del DG 16 no poseen la
capacidad de percibir olores y/o de generar un aprendizaje a

partir de ese tipo de estimulacion.

Finalmente, ademas de la capacidad fetal de adquirir
aversiones condicionadas, también hay evidencias de
inhibicion latente al DG 18. En este estudio se administré a la
mitad de los fetos extracto de ajo directamente en el saco
amniotico al DG 18, mientras que la otra mitad recibio solucion
salina. Al siguiente dia, todos los fetos fueron expuestos al olor
del ajo seguido de una inyeccion de LiCL. Al ser evaluados en el
DG 21 los sujetos sin exposicion al DG18 mostraron una fuerte
aversion al olor del ajo, mientras que los sujetos preexpuestos
mostraron una reduccion de esta aversion. Esto se interpreto

como una evidencia de inhibicion latente (Mickley et al., 2013).
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Todos estos estudios aportan evidencias sobre la
capacidad de los fetos de aprender sobre los estimulos que
perciben en su ambiente y sus consecuencias, y también
aportan evidencias sobre la retencion de este aprendizaje
prenatal que se ha comprobado que se puede expresar
después del nacimiento, a pesar del drastico cambio de
contexto, vy en muchos casos, tras un periodo de tiempo

relativamente prolongado.
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2. ELALCOHOL

Entre los componentes de la dieta materna que
alcanzan al feto, no todos resultan nutritivos o beneficiosos
para el mismo, ya que hay agentes que pueden ejercer un
efecto toxico o danino. Uno de esos agentes, y el objeto de
interés para esta tesis, es el alcohol. El consumo de alcohol
durante el embarazo es relativamente frecuente vy, por
ejemplo, en paises europeos el 30-60% de las mujeres
embarazadas consume alcohol durante la gestacion, un dato
realmente alarmante si se tiene en cuenta que no hay una
dosis segura de alcohol para el feto (Moreno, 2017). Por el
contrario, en paises en los cuales el alcohol culturalmente
tiene una apreciacion negativa, el consumo es
considerablemente inferior (Popova, Lange, Probst, Gmel, y
Rehm, 2017). En un estudio llevado a cabo en Espana, se
establecid que la prevalencia de consumo de alcohol durante
el embarazo era del 27.2%. Esta tasa es menor que en otros
paises europeos y ademas, dentro de ese grupo de mujeres
que beben durante el embarazo, parece ser que la tasa
disminuye en funcién que avanza la gestacion (23,1% y 17,1%
para el segundo vy tercer trimestres) (Blasco-Alonso et al.,
2015).

El alcohol, o alcohol etilico o simplemente alcohol, es un
compuesto quimico organico con una molécula relativamente
simple con dos atomos de carbono, un atomo de oxigeno y
seis atomos de hidrogeno (CH3-CH2-OH). Se deriva por

descomposicion de carbohidratos vegetales, un proceso que
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puede ser espontaneo pero que se acelera por la acciéon
catalitica de las levaduras (Saccharoyces cerevisiae). No
contiene ningun valor nutritivo para el organismo, proporciona
solo 7,2 kcal por gramo, y se consideran como calorias vacias
(Lorenzo, Ladero, Leza, y Lizasoain, 1999). No es un producto
normal del metabolismo humano, a excepcion de la pequena
cantidad de alcohol producido por la fermentaciéon de los
carbohidratos por la flora bacteriana en el intestino, vy
normalmente llega a nuestros tejidos por la ingestion de
bebidas alcohdlicas. La ingestion de cantidades elevadas de
alcohol interrumpe el equilibrio del cuerpo, yva que el
organismo necesita activar recursos para procesarlo vy
eliminarlo (Lorenzo et al., 1999). Sus cualidades fisicas hacen
que el alcohol sea una sustancia muy danina para el
organismo: es muy soluble en agua, lo que le permite llegar a
cada célula del organismo, y también es soluble en grasa
(aunque diez veces menos que en agua), una razon por la cual

cruza todas las barreras lipidicas de nuestro organismo.

2.1 Absorcion, distribucion y metabolismo en adultos

El alcohol cuando es ingerido, se absorbe desde todo el
tracto digestivo. Pasa directamente a la sangre, tanto desde el
estbmago como del intestino, aunque la absorcion mas rapida
se produce en el intestino. La absorcion del alcohol esta
determinada principalmente por la concentracién y por la

dosis que haya sido administrada o ingerida. Cuando el alcohol
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es ingerido en una concentracion de entre un 15 y un 30% es
cuando mayor absorcion se produce de la droga. Por debajo de
estos niveles el gradiente de absorcion es menor y por encima
de ellos también, ya que reduce el peristaltismo intestinal. La
presencia de los alimentos sélidos en el estomago también

retrasa la absorcion de la droga.

Debido a la solubilidad del alcohol en agua y en lipidos,
el alcohol se distribuye facilmente a través de todas las
membranas celulares. Dicha distribucion se produce de forma
rapida y equitativa en todos los tejidos del cuerpo y en
proporcion a la cantidad de agua contenida en dichos tejidos.
El alcohol atraviesa sin dificultad la barrera hematoencefalicay
también la placenta. Por la diferencia en proporcion de agua
con respecto al peso corporal es menor en mujeres (44-55%)
gue en hombres (55-65%), el volumen de distribucion del
alcohol sera mas bajo en las mujeres que en los hombres; es
decir, la concentracion de alcohol en sangre en las mujeres
sera mas alta que en hombres con un consumo equivalente de
alcohol (Abel y Dintcheff, 1984). Aunque existen amplias
variaciones entre individuos, el pico de concentracion de
alcohol en sangre se alcanza aproximadamente entre los 30 y

60 minutos después de haber sido consumida la droga.

Después de la absorcion y distribucion, el alcohol
comienza a ser eliminado por excrecion y metabolizacion. La
eliminacion directa o excrecion de la droga se realiza a través
de la respiracion, saliva, lagrimas, orina o heces. Pero alrededor

del 90% de la droga se consume en el proceso metabdlico que
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tiene lugar fundamentalmente en el higado. Este proceso
consta de tres pasos enzimaticos: el primero es el de la
conversion de alcohol en acetaldehido, el segundo de
acetaldehido a acetato y, por ultimo, el acetato es convertido
en dioxido de carbono y agua. Para completar el primer paso
hay tres sistemas enzimaticos diferentes: alcohol
deshidrogenasa (ADH), el sistema microsomico oxidativo
(MEOS) y el sistema de catalasa (Crabb y Liangpunsakul, 2007;
Escarabajal, 2002). Sin embargo, no todos estos sistemas
juegan el mismo papel en la metabolizacién, el primero de
ellos es ADH, que convierte el 90% de alcohol en acetaldehido.
Esta enzima esta presente en el higado en 17 formas
diferentes o isoenzimas, y su activacion depende de la
cantidad y concentracion de alcohol. La velocidad de
metabolizacion depende de la cantidad de enzimas
disponibles y es independiente de la concentracion de alcohol,
la oxidacion de alcohol y los niveles de acetaldehido son
constantes en la sangre. Como ejemplo, se cree que, en un
bebedor esporadico sano, la tasa de metabolizacion del
alcohol oscila entre 60y 150 mg / kg / hora (Escarabajal, 2002;
Zakhari, 2006). En el caso del MEQS, éste es responsable sélo
del 3 al 10% del proceso metabdlico total, v su actividad
aumenta cuando la concentracion de alcohol en la sangre es
muy alta (Hipolito, Sanchez, Polache, y Granero, 2007).
Ademas, este sistema también participa en el metabolismo de
otras drogas, como los barbituricos, siendo esta la razén por la

cual algunos alcohélicos muestran resistencia a los efectos de
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esta y otras drogas (Escarabajal, 2002; Zakhari, 2006). En
referencia al sistema de catalasa, hay abundantes catalasas en
el higado que lo protegen del perdoxido de hidréogeno. Sin
embargo, la cantidad metabolizada por este sistema es
irrelevante, y se ha demostrado que su inhibicion no afecta la

tasa de oxidacion periférica del alcohol.

Ademas del proceso de metabolizacion que tiene lugar
en el sistema periférico, se ha demostrado que el sistema
nervioso central también tiene todas las enzimas necesarias
para metabolizar el alcohol. Este hecho se encontré cuando los
investigadores se dieron cuenta de que se podia encontrar
acetaldehido en el cerebro después de la ingesta de alcohol.
Dado que el acetaldehido no cruza la barrera
hematoencefalica, al menos hasta que alcanza
concentraciones muy altas en la periferia, los investigadores
en las ultimas décadas han estado buscando las vias
alternativas que el sistema nervioso central utiliza para
metabolizar el alcohol. A pesar de que las enzimas ADH vy el
sistema MEOS se han detectado en el cerebro, los datos mas
recientes muestran que las catalasas son las principales
responsables de la conversion de alcohol en acetaldehido. Hay
tres hechos importantes que llevaron a los investigadores a
descubrir hace 30 anos que el acetaldehido se forma
directamente en el cerebro y no por la enzima hepatica ADH. El
primero fue que el alcohol cruza facilmente la barrera
hematoencefalica; el segundo, que el acetaldehido periférico

atraviesa la barrera hematoencefalica con dificultad debido a
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la presencia de ALDH, que convierte rapidamente el
acetaldehido en acetato (Deitrich, 1987; Eriksson, Sippel, y
Forsander, 1977; Zimatkin, 1991); y finalmente, el fracaso para
encontrar ADH en el cerebro de la rata, mientras que si se
detecta acetaldehido después del consumo de alcohol (Amit,
Brown, y Rockman, 1977). Todo esto obligd a considerar la
posibilidad de que otros sistemas sean responsables de la
metabolizacion del alcohol en acetaldehido, como el sistema
de la enzima catalasa. Cohen y colegas (1980) fueron los
primeros autores en sugerir que el acetaldehido podria
formarse directamente dentro del cerebro por la accion de la
enzima catalasa. Desde entonces, se han publicado muchos
estudios con demostraciones in vivo e in vitro de la actividad
catalasa en el cerebro (Aragon, Spivak, y Amit, 1989; Aragon,
Rogan, y Amit, 1992; Zimatkin y Lindros, 1996; Zimatkin, Liopo,
y Deitrich, 1998). También encontraron que el cerebro de rata
neonatal usaba este sistema, ya que habia una falta general de
ADH en su cerebro, mientras que tenian una gran cantidad de
catalasas en varias estructuras cerebrales (Cohen, Sinet, y
Heikkila, 1980; Del Maestro y McDonald, 1987). Sin embargo,
otros estudios sobre la inhibicion de la catalasa han
demostrado que parte de la oxidacion del alcohol no se ve
afectada después de inhibir las catalasas, y han sugerido que
algunas otras enzimas deben estar involucradas en este
proceso (Aragon et al., 1992; Gill, Menez, Lucas, y Deitrich, 1992;
Hamby-Mason, Chen, Schenker, Perez, y Henderson, 1997;
Zimatkin et al., 1998). Este es el caso de CYP2E1, que esta
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presente en el higado y también en el cerebro (Hipolito et al.,
2007), v mediante manipulaciones farmacologicas se ha
encontrado que reduce la acumulacion de acetaldehido en el
cerebro de la rata después de la ingesta de alcohol (Zimatkin,
Pronko, Vasiliou, Gonzalez, y Deitrich, 2006). La evidencia sobre
el metabolismo del alcohol en el cerebro adulto sugiere que
aproximadamente el 60% del metabolismo del alcohol
cerebral se explica por la catalasa, el 20% por CYP2E1 (Zimatkin
et al., 2006) y el resto por otras fuentes aun por describir
(ZimatKin et al., 1998, 2006).

En el segundo paso del proceso metabélico del alcohol,
el acetaldehido del sistema periférico y también del sistema
central se convierte en acetato por la accion de las enzimas
aldehido deshidrogenasa (ALDH). Después de este paso, el
acetato se convierte en agua y dioxido de carbono y se elimina

del organismo.

2.2 Alcohol y reproduccion

El alcohol se ha demostrado que tiene efectos en la
reproduccion, tanto en humanos como en otros animales. Por
ejemplo, en humanos el consumo de alcohol en hombres
reduce temporalmente los niveles de testosterona. En los
bebedores frecuentes de alcohol se ha encontrado impotencia
sexual y un rendimiento deteriorado de la actividad sexual.
Ademas, la adiccidon conduce a una reduccion en los liquidos

seminales que podrian reducir la fertilidad (Cicero, 1982; Van
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Thiel, 1983). En mujeres hay estudios que muestran que los
niveles sanguineos de alcohol varian considerablemente
durante el ciclo menstrual, siendo mas altos durante la
ovulacion e inmediatamente antes de la menstruacion (Jones y
Jones, 1976). Sin embargo, hay otras variables importantes que
también afectan los niveles de alcohol en sangre durante el
periodo reproductivo, como son la edad y el estado nutricional
del sujeto. Se sabe que el nivel de alcohol en la sangre
aumenta con el envejecimiento, debido a la disminucion
gradual de la proporcion de agua en el cuerpo (Abel y York,
1979). Ademas, entre personas que padecen adiccion al
alcohol es facil de encontrar un estado nutricional deteriorado,
lo que agrava los efectos toxicos del alcohol y tiene
consecuencias criticas para el sistema reproductivo y el
desarrollo del feto (Abel y Dintcheff, 1984). Mas
especificamente, en las mujeres alcohdlicas, el alcohol
interrumpe el ciclo menstrual normal produciendo
menstruaciones irregulares o incluso una interrupcion
completa, ausencia de ovulacién e infertilidad (Emanuele,

Wezeman, y Emanuele, 2002; Mello, Mendelson, y Teoh, 1993).

Durante la gestacion, la metabolizacion del alcohol
tiene sus propias particularidades. En estudios realizados con
ratas se ha encontrado que al comparar ratas gestantes con no
gestantes las primeras alcanzaban niveles superiores de
alcohol en sangre (Sanchis y Guerri, 1986). A pesar de esto,
otros estudios encuentran que la tasa de eliminacion de

alcohol es mayor en ratas gestantes, lo que podria constituir
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una estrategia defensiva para el feto en gestacion. Debido a
que una tasa elevada de eliminacion previene de la
acumulacién de alcohol en diferentes tejidos, este cambio en
la metabolizacion durante la gestacion podria servir para
prevenir los efectos teratogénicos del alcohol (Badger,
Hidestrand, Shankar, McGuinn, y Ronis, 2005). Ademas,
Pedersen, Panter y Collins (1977) encontraron gran
proliferacion de la enzima ALDH junto con una menor
presencia de acetaldehido (Pedersen, Panter, y Collins, 1977),
pero del mismo modo, se ha visto que hembras gestantes
alcanzan niveles superiores de alcohol y acetaldehido que
hembras no gestantes, con la misma dosis de alcohol (Zorzano
y Herrera, 1989b). La presencia de ALDH en la placenta parece
sugerir también una “proteccion” del feto frente a los efectos
teratologicos del acetaldehido (Abel y Dintcheff, 1984;
Robertsony Bacher, 1995).

2.3 Metabolismo del alcohol en el feto

Cuando una mujer embarazada consume alcohol éste
atraviesa directamente la placenta (Consuelo Guerriy Sanchis,
1985). No supone un obstaculo para el alcohol, ya que posee
una capacidad metabdlica de alcohol muy reducida y éste la
atraviesa libremente (Heller y Burd, 2014). Una vez en el
compartimento fetal, alcanza todos los tejidos y o6rganos,
como el cerebro, y llega a concentraciones similares a las

alcanzadas en plasma materno e incluso superiores (Masatoshi
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Hayashi, Shimazaki, Kamata, Kakiichi, y Ikeda, 1991; Szeto,
1989; Zorzano y Herrera, 1989a).

A diferencia del adulto, la capacidad hepatica que
poseen los fetos es minima, sin apenas presencia de enzima
ADH ni de CYP2E1 (Boleda, Farrés, Guerri, y Parést, 1992; Heller
y Burd, 2014), por lo que, tras el consumo materno de alcohol,
estos requieren del metabolismo materno para eliminarlo
(Sanchis y Guerri, 1986). La eliminacion total del alcohol del
liquido amniotico lleva mas tiempo que de la sangre materna.
Algunos estudios han encontrado niveles de alcohol en fetos
cuando este ya habia sido eliminado de la sangre materna
(Hayashi, 1991; Nava-Ocampo, Velazquez-Armenta, Brien, y
Koren, 2004). Ademas, los fetos a término tragan activamente
liquido amniético, v con él las sustancias presentes en el
mismo, como el alcohol (Lev y Orlic, 1971). A través de la
excrecion urinaria y de la respiracion, dicho alcohol circula del
feto de vuelta al liquido amniobtico y viceversa, pudiendo
alcanzar en el liquido amniético niveles incluso mayores que
en sangre materna y fetal. De este modo, el liquido amnidético
actuaria como un “reservorio” de alcohol (Clarke, Steenaart,
Slack, y Brien, 1986), y por ello la exposicion al alcohol en el
feto se prolonga hasta que éste es completamente eliminado
(Heller y Burd, 2014).

En cuanto a los niveles de acetaldehido en sangre fetal,
se ha encontrado que son nulos o insignificantes, tras el
consumo materno de dosis bajas o moderadas de alcohol. Esto

se debe principalmente a la accion protectora de la placenta,
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tal como se comentdé anteriormente. No obstante, puede
darse una situacion en la que el nivel de acetaldehido materno
sea tan elevado que superen las capacidades metabdlicas de la
placenta. Bajo estas condiciones hay estudios que han
encontrado este metabolito en sangre fetal (Espinet y Argilés,
1984; Zorzano y Herrera, 1989b). Por ejemplo, se han
detectado pequenas cantidades de acetaldehido en sangre
fetal con la administracion de 3g/kg de alcohol a las madres
gestantes (Gordon, Baraona, Miyvakawa, Finkelman, y Lieber,
1985). En otro estudio en el que se administroé directamente
acetaldehido a las madres gestantes, en los fetos se detectaba
en concentraciones diez veces menores a las maternas
(Hayashi, 1991). Por lo tanto, si se superan las barreras
protectoras de la placenta, el acetaldehido puede llegar al feto.
En este caso, el feto es capaz de metabolizar el acetaldehido a
acetato, ya que tanto en el higado fetal como en la barrera
hematoencefalica, la enzima ALDH es activa (Zorzano vy
Herrera, 1989b).

Asimismo, en estudios realizados en la ontogenia
temprana de la rata, se ha observado que el sistema
enzimatico de catalasas cerebrales esta activo, y que mediante
este sistema se produce acetaldehido central a partir del
alcohol que llega al cerebro (Hamby-Mason et al., 1997). Estos
estudios han encontrado que la actividad del sistema de
catalasas en el feto es 4.5 veces mas elevada que en el adulto
por lo que el alcohol pasaria rapidamente a acetaldehido en el

cerebro fetal (Hamby-Mason et al., 1997). Sin embargo, la
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capacidad del feto para eliminar el acetaldehido del cerebro
por medio de la ALDH es limitada debido a la actividad nula o
baja de esta enzima en la ontogenia temprana (ZimatKin,
2013). De hecho, se encontr6 que la actividad de ALDH en el
cerebro de la rata era del 45-70% al DP 10 en comparacion con
un adulto, y se acerca al nivel adulto al DP 20 (Zimatkin vy Lis,
1990).
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3. EFECTOS DELALCOHOLEN LA GESTACION

El consumo de alcohol durante el embarazo causa
danos graves al embrion y al feto. Como declaré la
Organizaciéon Mundial de la Salud (2014) “el uso de alcohol,
drogas ilicitas y otras sustancias psicoactivas durante el
embarazo puede conducir a multiples problemas sociales y de
salud para ambos, madre e hijo. El consumo de alcohol
durante el embarazo puede conducir al sindrome de
alcoholismo fetal y a otros danos, como aborto espontaneo,
muerte fetal, bajo peso al nacer, prematuridad y defectos de

nacimiento”.

A pesar de que las organizaciones mundiales afirman
los posibles efectos negativos que ejerce el alcohol, los datos
sugieren que las mujeres todavia consumen alcohol durante el
embarazo (Berman y Cannon, 1974; Blasco-Alonso et al., 2015;
O'Keeffe et al., 2015; Polanska, Jurewicz, y Hanke, 2015;
Rausgaard, Ibsen, Jorgensen, Lamont, y Ravn, 2015). Sin
embargo, es importante tener en cuenta que la mayoria de las
mujeres descubren sus embarazos semanas después del inicio
de la gestacion vy, por lo tanto, sin saberlo, mantienen su
consumo regular de alcohol hasta que se dan cuenta de su
condicion. Por esta razén es comun encontrar una mayor
exposicion al alcohol fetal durante las primeras semanas de
gestacion y la tendencia disminuye significativamente a partir
de entonces (Blasco-Alonso et al., 2015; Polanska et al., 2015).
Sin embargo, algunas mujeres todavia consumen alcohol, al

menos en dosis muy bajas durante el resto de la gestacion. Por
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ejemplo, un estudio reciente realizado en Dinamarca mostro
que al menos se detectaba alcohol en orina en el 3,6% de las
mujeres a las 12 semanas de gestacion (Rausgaard et al., 2015).
En Espana, un estudio encontré6 que casi el 40,7% de las
mujeres habian consumido alcohol en el primer trimestre, el
23,1% en el segundo trimestre y el 17.1% en el tercer trimestre
(Blasco-Alonso et al., 2015).

3.1 Efectos teratogénicos del alcohol en la gestacion

Paul Lemoine y colaboradores describieron por primera
vez las consecuencias adversas del consumo de alcohol
durante el embarazo, en 1968, cuando trataba ninos de
madres alcohdlicas. Describieron cuatro categorias para
clasificar los danos producidos por el alcohol en la gestacion
entre los que estaban: morfologia facial muy concreta, retraso
en el desarrollo, alta frecuencia de malformaciones fisicas y
retraso psicomotor. Concluyeron que el alcoholismo materno
era muy danino para la descendencia y concretaron que bajo
su influencia podian darse: abortos, muerte fetal, partos
prematuros, retrasos del crecimiento pre y postnatal,
alteraciones psicosomaticas especificas en el rostro vy
malformaciones generales (Lemoine, 1968; Lemoine,
Harousseau, Borteyru, y Menuet, 2003). Posteriormente Jones 'y
Smith (1973) establecieron en su articulo la relacion entre
afecciones fisicas y el consumo de alcohol materno.

Encontraron, al igual que Lemoine y colaboradores, que las
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principales afecciones podian ser relativas a deficiencias del
desarrollo tanto durante el propio embarazo como tras el
mismo. También encontraron afecciones relacionadas con
alteraciones fisicas del craneo y de la apariencia facial, asi
como con problemas relacionados con el sistema nervioso
central. Fueron estos dos autores quienes nombraron a esta
variedad de afecciones como “sindrome alcohélico fetal” (SAF)
o FAS en sus siglas en inglés, y determinaron los tres criterios
para el diagnostico: déficit en el desarrollo prenatal vy
postnatal, evidencia de disfunciones en el sistema nervioso

central y anomalias craneofaciales especificas.

Dependiendo de factores como el modo de consumo y
la dosis, la exposicion a esta droga puede producir diferentes
niveles de malformaciones en el feto, que pueden variar desde
efectos muy leves, después de la ingesta esporadica de alcohol
hasta efectos graves en el caso de una exposicion grave, lo que
probablemente se ajuste a criterios de diagnostico de SAF. De
hecho, generalmente los ninos con un diagnoéstico completo
de SAF nacen de madres alcohdlicas crénicas (Ann Pytkowicz
Streissguth, Barr, y Martin, 1983). Sin embargo, solo el 30-45%
de los ninos de estas madres mostraron los criterios
diagnoésticos completos y el resto de los nifnos no fueron
diagnosticados porque solo presentaban sintomas parciales.
Para clasificar la diversidad de efectos menores al SAF, en 2004
se decidid6 la denominacion Trastornos del Espectro de
Alcoholismo Fetal (TEAF; Warren y Murray, 2013). Este

concepto, TEAF, es “un término general que describe el rango de
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efectos que pueden ocurrir en un individuo cuya madre bebio
alcohol durante el embarazo. Pueden incluir discapacidades
fisicas, mentales, conductuales y de aprendizaje con
implicaciones para toda la vida" (Chudley et al., 2005). El
concepto de espectro se introdujo para incluir todas las
diferentes variaciones que aparecen como resultado de la
exposicion fetal al alcohol y que no necesariamente encajan
bien con el diagnéstico de SAF. Esto permite a los
profesionales diagnosticar las discapacidades del desarrollo
neurolégico asociadas con la exposicion prenatal al alcohol a
pesar de que no hay evidencia fisica (dano cerebral o
anormalidades faciales, por ejemplo) de SAF (Kable &
Mukherjee, 2017; Kable, Taddeo, Strickland, & Coles, 2015). El
instituto nacional de alcoholismo y abuso de alcohol de los
EE.UU. (NIAAA), concluye en su informe de 2019, que la
severidad de los efectos del alcohol sobre el feto dependera
de: la cantidad de alcohol que la mujer bebe en cada ocasion;
la frecuencia con la que bebe; y el momento de la gestacion en
el que se bebe, pudiendo coincidir con los momentos del
desarrollo de un area cerebral o funcion concreta. Ademas, se
menciona una serie de situaciones que se pueden dar en la
madre, que favorece el empeoramiento de las consecuencias
del alcohol prenatal, siendo entre otros: malnutricion,
consumo de tabaco, ser miembro de una familia de bebedores
agudos, tener un indice de masa corporal bajo o alto, etc.
(NIAAA, 2021).
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La prevalencia, tanto para defectos en el parto vy
desordenes del neurodesarrollo relacionados con alcohol
como para el FAS, se calcula en 0,5 a 5 ninos/as por cada 1000
nacimientos vivos (Thackray y Tifft, 2001). Todo esto hace del
alcohol prenatal la primera causa prevenible de discapacidad
intelectual y otros defectos del desarrollo. En uno de los
estudios mas recientes sobre este tema, se estima que en la
poblacion general alrededor del 10% de las mujeres consumen
alcohol durante la gestacion, y que 1 de cada 67 mujeres que
beben durante el embarazo tuvo descendencia con
diagnoéstico de FAS. Estos calculos indicarian que nacen con
FAS aproximadamente 15 de cada 10.000, lo que significa
119.000 nacimientos con FAS por ano en todo el mundo
(Popovaetal., 2017).

3.2 Efectos de la exposicion prenatal al alcohol sobre la

conducta ante el alcohol

Aunque no se reconoce como un sintoma de TEAF,
existe evidencia de una asociacion entre la exposicion prenatal
al alcohol y los trastornos por consumo de alcohol en la
descendencia. A pesar de la considerable gama de variables
que pueden influir en el consumo de alcohol por parte de los
individuos, los pocos estudios longitudinales prospectivos
existentes que analizan la relacion entre la exposicion prenatal
al alcohol y el consumo de alcohol por parte de la

descendencia, coinciden en un resultado principal: la ingesta
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materna de alcohol durante la gestacion es uno de los mejores
predictores del consumo posterior de alcohol desde la
adolescencia hasta la edad adulta (Alati et al., 2006; Baer et al.,
1998; Baer, Sampson, Barr, Connor, y Streissguth, 2003;
Cornelius, De Genna, Goldschmidt, Larkby, y Day, 2016;
Goldschmidt, Richardson, De Genna, Cornelius, y Day, 2019;
Griesler y Kandel, 1998; Streissguth, 2007). Al mismo tiempo,
numerosos estudios experimentales con animales han
demostrado una mayor ingesta de alcohol en la descendencia
de las madres que habian consumido alcohol durante la

gestacion.

3.2.1 Evidencias clinicas

La mayor parte de la evidencia clinica sobre la
asociacion entre la exposicion prenatal al alcohol y los
trastornos por consumo de alcohol se deriva principalmente
de unos pocos estudios longitudinales. El primero de ellos es el
"Estudio longitudinal prospectivo de Seattle sobre el alcohol y
el embarazo”, en el que se examinaron los efectos de la
exposicion prenatal al alcohol en una cohorte de ninos nacidos
en 1974 de madres seleccionadas como representantes de la
poblacion del condado de Seattle / King en los EE. UU.
(Streissguth, Martin, Martin, y Barr, 1981). En este estudio, entre
muchas otras variables, los problemas de consumo de alcohol
se midieron en la descendencia a tres edades diferentes: 14, 21

y 25 anos. Cuando los sujetos tenian 14 anos, se recopilaron
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tres conjuntos de datos de 439 familias: consumo de alcohol
en adolescentes, antecedentes familiares de problemas con el
alcohol e historial de exposicion prenatal al alcohol; vy
utilizando estos datos realizaron analisis correlacionales. Se
descubrido que la exposicion prenatal al alcohol es un mejor
predictor del consumo de alcohol en adolescentes que los
antecedentes familiares de problemas con el alcohol (Baer et
al., 1998). Cuando estos mismos sujetos tenian 21 anos, las
familias fueron reevaluadas y se informo que la exposicion
prenatal al alcohol todavia estaba fuertemente asociada con
un mayor numero de sintomas de dependencia del alcohol en
la edad adulta temprana. Esta relacion persiste
independientemente de los efectos de los antecedentes
familiares de problemas de alcohol, exposicion a la nicotina,
otras exposiciones prenatales y factores ambientales
postnatales, incluido el uso de otras drogas por parte de los
padres (Baer et al., 2003). A la edad de 25 afos, la asociaciéon
entre la exposicion prenatal al alcohol y los problemas de
consumo de alcohol en adultos todavia estaba presente
(Streissguth, 2007). En todos estos casos, los resultados se
obtuvieron después de ajustar las caracteristicas demograficas
maternas, el uso materno de tabaco y otras drogas durante el
embarazo y los problemas de alcoholismo materno-familiar
después del nacimiento. En linea con tales resultados, también
se descubrié que la exposicion al alcohol durante la gestacion
es un factor clave para predecir los trastornos por consumo de

alcohol en adultos que fueron adoptados al nacer (Yates,
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Cadoret, Troughton, Stewart, y Giunta, 1998). En un estudio,
197 adoptados fueron evaluados por el uso de alcohol, tabaco
y otras drogas. De ellos, 21 habian recibido exposicion prenatal
al alcohol y sus resultados se compararon con los de 102
adoptados del grupo control, que no habian recibido
exposicion al alcohol. Los resultados mostraron que incluso
cuando se controlaba el abuso o la dependencia biologica del
alcohol entre los padres, el factor de exposicion prenatal al
alcohol seguia siendo el mejor predictor de los trastornos por
consumo de alcohol. Este estudio destaca la relevancia de la
exposicion al alcohol durante el desarrollo prenatal para el
abuso de alcohol en la edad adulta, una relacion que parece
existir independientemente de las variables confusoras

ambientales postnatales (Yates et al., 1998).

Otro estudio de seguimiento, el "Estudio de embarazoy
sus resultados Mater-Universidad de Queensland”, fue
disenado especificamente para analizar la asociacion entre la
exposicion materna al alcohol y la aparicion de trastornos por
alcohol. Este estudio se realizé con 2138 participantes nacidos
en Brisbane, Australia en 1981, de una cohorte de nacimiento
representativa de la poblacion (Alati et al., 2006). Las madres y
sus hijos / hijas fueron seguidas desde el embarazo hasta la
edad adulta temprana de la descendencia, y el inicio de los
trastornos por alcohol se registré desde la adolescencia hasta
los 21 anos. Los resultados revelaron que la exposicion en el
utero a tres o mas bebidas que contenian alcohol estaba

relacionada con trastornos por consumo de alcohol a la edad
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de 21 anos, aumentando su riesgo en casi 3 veces en
comparacion con los sujetos expuestos a cantidades mas
pequenas de alcohol o aquellos que no habian recibido
exposicion. Ademas, informaron que los hijos e hijas de
madres que habian consumido 3 o mas vasos de alcohol
durante el embarazo temprano tenian casi 4 veces mas
probabilidades de mostrar un inicio temprano de trastornos
por alcohol a la edad de 21 anos, que aquellos cuyas madres
habian consumido menos de 2 bebidas en cualquier momento.
Esta asociacion fue sélida, incluso después de ajustar una serie
de factores biologicos y ambientales (Alati et al., 2006). En otra
publicacion, se informaron resultados similares cuando los

sujetos tenian 14 anos (Alati et al., 2008).

Otro estudio prospectivo longitudinal tuvo como
objetivo analizar la contribucion relativa del riesgo familiar y la
exposicion prenatal al uso de sustancias en la descendencia.
Este estudio se llevd a cabo con una muestra de 209
descendientes de familias de tercera generacion del area de
Pittsburgh, EE.UU., especificamente seleccionados por tener
un riesgo alto o bajo de desarrollar dependencia del alcohol
(O'Brien y Hill, 2014). Las familias de alto riesgo se
seleccionaron en funcion de la presencia de dos hermanas
dependientes del alcohol y las familias de bajo riesgo se
seleccionaron sobre la base de tener un numero minimo de
familiares de primer y segundo grado con dependencia del
alcohol. Los resultados de este estudio mostraron que la

exposicion prenatal al alcohol aumento el riesgo de trastornos
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por consumo de alcohol en participantes de alto y bajo riesgo,
aunque las madres de alto riesgo tenian mas probabilidades
de usar alcohol y cigarrillos durante cada trimestre del
embarazo. Ademas, se informo que, entre la descendencia de
alto riesgo, los efectos de la exposicion prenatal fueron mas
especificos de la sustancia particular expuesta, es decir, la
exposicion prenatal al alcohol se asocido con problemas de
alcohol en la descendencia, mientras que la exposicion al

cigarrillo se asoci6 con el uso del cigarrillo.

Otro estudio analizé6 el vinculo entre el consumo
materno de alcohol autoinformado durante el embarazo y el
consumo adolescente autoinformado en una muestra de 185
madres y sus primogénitos reclutados de la Cohorte del Estado
de Nueva York (Griesler y Kandel, 1998). El consumo materno
se evalub retrospectivamente, en un promedio de 3.3 anos
después del parto, con informes que cubrieron un periodo de
18 meses (incluido el embarazo). Los datos de consumo de
alcohol actual y de por vida de adolescentes (de 9 a 17 anos) se
obtuvieron a partir de autoinformes. Los resultados indicaron
que el consumo materno de alcohol durante el embarazo,
particularmente el consumo moderado a intenso, se asocio
con el consumo actual de su descendencia femenina. Sin
embargo, no se encontré asociacion entre el consumo
materno, ya sea durante o después del embarazo, y el

consumo de alcohol en los hijos varones.

Finalmente, se realiz6 un quinto estudio longitudinal

con participantes de cohortes del "Proyecto de Practicas de
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Salud Materna y Desarrollo Infantil”. Estos participantes fueron
reclutados entre 1983 y 1986, también de Pittsburg, EE. UU., vy
han sido seguidos desde el cuarto mes de gestacion. Los datos
de este estudio demostraron que el nivel de consumo de
alcohol de los adolescentes (a la edad de 16 anos) se predijo
directamente por la exposicion prenatal al alcohol, asi como
por los niveles mas bajos de rigurosidad de los padres y la
exposicion al maltrato y la violencia durante la infancia
(Cornelius, De Genna, Goldschmidt, Larkby, y Day, 2016a). Estos
autores también informaron que el consumo excesivo de
alcohol durante la adolescencia se predice directamente por el
consumo excesivo de alcohol durante el embarazo de las
madres. Se observé una relacion similar entre estas variables al
analizar los datos recopilados durante la edad adulta, a la edad
de 22 afos (Goldschmidt et al., 2019). Los resultados de estos
estudios, junto con el descrito anteriormente, proporcionan
evidencia clara de la conexion directa entre el consumo
materno y adolescente, que no solo incluye la dependencia del

alcoholy los problemas relacionados con el alcohol.

En resumen, los resultados de todos estos estudios
respaldan la existencia de una asociacion entre la exposicion
prenatal al alcohol y el inicio temprano del consumo de
alcohol y/o el desarrollo de trastornos por consumo de alcohol
en la adolescencia y la edad adulta. Ademas, la mayoria de
estos estudios destacan el papel critico de la exposicion
prenatal al alcohol como parte de una via causal que conduce

directa o indirectamente a los trastornos por consumo de

40



Introducciéon

alcohol. Se han propuesto varios mecanismos que podrian
subyacer al vinculo entre la exposicion prenatal al alcohol v
estas consecuencias, aunque los estudios de investigacion a
este nivel se han realizado principalmente con animales de

laboratorio.

En alguno de los pocos estudios de tipo experimental
con humanos, se encontré también una relacion directa entre
los habitos de consumo de alcohol de madre gestantes y las
posteriores preferencias olfativas de la descendencia. En uno
de ellos clasificaron a los bebes en funcion del consumo
materno de alcohol como nifnos cuyas madres eran bebedoras
frecuentes y ninos cuyas madres eran bebedoras infrecuentes;
siendo las infrecuentes comparables a mujeres abstemias y las
frecuentes a un consumo moderado de alcohol (Faas,
Sponton, Moya, v Molina, 2000). Encontraron que, aquellos
ninos de madres bebedoras frecuentes, reaccionan de forma
mas exacerbada y con mayor agitacion ante el olor del alcohol
en sus primeros dias de vida que ninos de bebedoras
infrecuentes. Ademas, este estudio sirvid como una nueva
evidencia de la especificidad del aprendizaje prenatal, ya que
cuando presentaban un olor no etilico y no experimentado
prenatalmente, como el limén, ambos grupos de sujetos

mostraban las mismas reacciones.

Por otro lado, en otro trabajo se estudié6 como la
relacion de un infante con el olor del alcohol en el ambiente
familiar puede motivar la busqueda o exploracion de ese

mismo olor. Para ello emplearon tres juguetes con la misma
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apariencia, algunos impregnados con olor a alcohol, otros con
vainilla y otros sin olor. Los resultados indicaron que los nifos
con una mayor experiencia con el alcohol se comportaron de
manera diferenciada ante juguetes aromatizados con alcohol,
manipulando éstos mas que otros idénticos, pero con otro olor

o sin aromatizar (Mennellay Beauchamp, 1998b).

Por lo tanto, la exposicion temprana al alcohol puede
darse tanto prenatalmente por consumo materno como
postnatalmente en el ambiente familiar., Como se ha
comentado antes, los efectos de preferencia por la experiencia
prenatal se observan mas robustamente cuando van
acompanados de la misma estimulacion en la etapa postnatal
de forma que puede resultar especialmente danina una
exposicion combinada (Hepper et al., 2012). Ademas, es muy
frecuente que una mujer que ha bebido durante la gestacion,
mantenga su consumo tras el parto, exponiendo a su
descendencia nuevamente al alcohol y sus propiedades. Hasta
hace relativamente pocos anos, los profesionales de la
medicina animaban a las mujeres gestantes a consumir
cerveza u otras bebidas alcohodlicas, lo que en teoria
aumentaria el apetito de la mujer, generaria un aumento de la
produccion de leche, mejoraria su sabor y por ende,
fortaleceria al lactante (Backstrand, Allen, Martinez, y Pelto,
2001; Mennella y Beauchamp, 1998a). Actualmente, la
investigacion ha demostrado lo contrario, v es que los
lactantes incluso disminuyen significativamente su consumo

de leche de 3 a 4 horas tras la dltima ingesta materna de
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alcohol. Ademas, es bien conocido el hecho de que el alcohol
puede alcanzar al neonato a través de la leche materna, y que
aquellos ninos cuyas madres bebieron durante la gestacion, se
ven atraidos por la leche materna con alcohol (Mennella y
Beauchamp, 1998a; Mennella, 1997). Igualmente, los ninos
pueden experimentar el olor del alcohol en el contexto
familiar. En muchas culturas hay una gran presencia del
alcohol en la gastronomia, e incluso los ninos pequenos llegan
a entrar en contacto con él, directamente o a través de los
alimentos (Mennella y Beauchamp, 1998a). Por otra parte, el
uso del alcohol en otros contextos esta muy extendido, como
productos desinfectantes, colonias, enjuagues bucales, y en
muchas practicas meédicas. Es comun limpiar heridas con
alcohol, y durante mucho tiempo se ha empleado como
antiséptico para facilitar la curacion del cordon umbilical, lo
que abre la puerta al alcohol hacia el torrente sanguineo por
absorcion cutanea (Dalt, Dall'Amico, Laverda, Chemollo, vy
Chiandetti, 1991).

3.2.2 Evidencias de estudios con animales

La literatura cientifica cuenta con una gran cantidad de
evidencias en animales sobre los efectos teratogénicos del
alcohol prenatal (Guerri, 1995; Ann Pytkowicz Streissguth,
Landesman-Dwyer, Martin, y Smith, 1980). Asimismo, los
efectos conductuales del alcohol después de la exposicion

prenatal a esta droga también han sido descritos en estudios
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con animales. Al igual que lo que ocurre en humanos, estos
estudios con animales han encontrado aumento de la
atraccion por el sabor y el olor del alcohol, que se traduce por
ejemplo en un aumento del consumo posnatal de alcohol.

Estos trabajos se recogen en la tabla 1.

Los primeros trabajos en investigar este efecto
encontraron que una exposicion cronica durante toda la
gestacion generaba hiperactividad junto a un aumento del
consumo de alcohol en la descendencia cuando llegaban a la
edad adulta (Bond y di Giusto, 1976). Sin embargo, el aumento
del consumo no se tratd como consecuencia de la exposicion
al alcohol, sino que atribuian a la hiperactividad la
responsabilidad de ese aumento del consumo. Ademas, otro
estudio realizado pocos anos antes, encontré una relacion
positiva entre el consumo de alcohol por parte de la madre y la
hiperactividad y problemas con el alcohol en la descendencia,
lo que reforzé dicha hipétesis (Cantwell, 1972). La mayoria de
los trabajos que continuaron investigando en esta linea, en
modelos animales, emplearon exposiciones que duraban toda
la gestacion, y utilizaban diferentes bebidas alcohdlicas. Sin
embargo, también se han utilizado exposiciones mas
reducidas y/o con dosis controladas, con las que se ha vuelto a
encontrar un aumento en el consumo por parte de los
descendientes. Igualmente, los métodos que empleaban para
inducir el consumo materno de alcohol eran variados, desde
agregar azucar a las soluciones de alcohol al uso de alcohol

como unica fuente de liquidos en la dieta materna. A pesar de
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las diferencias metodologicas, la mayoria de los trabajos
convergen en que se produjo un aumento del consumo de
alcohol en la descendencia. Este aumento del consumo de
alcohol después de la exposicion prenatal se ha encontrado en
edades tempranas, como la infancia, pero también durante la
adolescencia e incluso la edad adulta. No obstante, en algunos
de aquellos trabajos que encuentran mayor consumo en la
adultez, parecen requerir una re-exposicion postnatal para
observar dicho efecto. Los trabajos mencionados quedan
recogidos en varias revisiones sobre la tematica (Abate, Pueta,
Spear, y Molina, 2008; Chotro, Arias, y Laviola, 2007; Gaztanaga,
Angulo-Alcalde, y Chotro, 2020; Spear y Molina, 2005).
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4. POSIBLES MECANISMOS DE LOS EFECTOS
CONDUCTUALES DE LA EXPOSICION PRENATAL AL
ALCOHOL

Sobre la base de los resultados encontrados en estudios
con animales, se han propuesto varios mecanismos para
explicar el aumento del consumo de alcohol que se observa
después de la exposicion prenatal al alcohol. Algunos
proponen un vinculo indirecto entre el alto consumo de
alcohol y otras alteraciones inducidas por la exposicion
prenatal, mientras que otros sugieren vias mas directas entre
el consumo prenatal de alcohol y una mayor aceptacion de la

droga.

4.1 Mecanismos indirectos

Se ha encontrado un incremento del consumo de
alcohol como efecto colateral a otros efectos fisiologicos
inducidos por la exposicion prenatal al alcohol. En algunos de
esos estudios se han propuesto explicaciones para la co-
ocurrencia del mayor consumo, sin embargo, no se han
demostrado de forma sistematica. Por ejemplo, se ha
observado que ciertas variaciones genéticas pueden conducir
a diferencias en la susceptibilidad a los efectos teratogénicos
del alcohol. En un estudio que utilizd dos lineas de ratas
seleccionadas para diferir en la ingesta de alcohol (AA, que
prefieren el alcohol y ANA, ratas que evitan el alcohol), se

descubrié que la exposicion prenatal al alcohol afecta de
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manera diferencial el consumo voluntario de alcohol (Hilakivi
et al, 1987). Esto se explica por las diferencias en el
metabolismo del alcohol entre ambas lineas de ratas. Sin
embargo, los autores no ofrecieron ninguna explicacion para
la conexion entre esta susceptibilidad diferencial a los efectos

teratogénicos del alcohol y el aumento del consumo.

Las alteraciones epigenéticas también se han
propuesto como un mecanismo por el cual la exposicion
prenatal al alcohol resulta en una mayor ingesta de alcohol. La
transmision transgeneracional de los efectos inducidos por la
exposicion prenatal al alcohol se investigd en un estudio que
incluyé tres generaciones de ratas (Nizhnikov, Popoola, y
Cameron, 2016). Las ratas prenadas fueron administradas con
1 g/kg de alcohol durante los DG 17-20, y la descendencia o la
primera generacion (F1) se evalué en términos de ingesta de
alcohol y sensibilidad a la sedacion inducida por alcohol, en
comparacion con sujetos expuestos al agua o no tratados.
Estos sujetos F1 se aparearon y sus descendientes (F2) se
evaluaron en esas mismas medidas, y posteriormente se
usaron para producir una F3, que también fue evaluada. Los
resultados de estas pruebas revelaron que el consumo de
alcohol aumento en las tres generaciones, y que los efectos
sobre la sedacion se observaron en F1y F2, pero no en F3. En
base a investigaciones previas, se descartaron diferencias en la
atencion materna como causa de esta transmision
transgeneracional de una respuesta alterada al alcohol

(Popoola, Borrow, Sanders, Nizhnikov, y Cameron, 2015). Sin
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embargo, en este estudio no se propusieron mecanismos
alternativos para explicar los resultados de aumento del
consumo observados en los sujetos de las F2 y F3. La
transcripcion y los cambios epigenéticos como consecuencia
de la exposicion prenatal al alcohol se han descrito en varios
estudios con animales (Comasco, Rangmar, Eriksson, vy
Oreland, 2018), v estas modificaciones epigenéticas podrian
ser la base de los resultados del estudio realizado por
Nizhnikov y colaboradores (2016). La exploracion de los
mecanismos que vinculan estas alteraciones gendmicas y el
aumento de la ingesta de alcohol en sujetos expuestos
prenatalmente al alcohol constituyen un tema de
investigacion interesante que requiere una investigacion
rigurosa. Recientemente, se han tomado medidas preliminares
para aclarar este problema en un estudio que analiza los
efectos protectores del enriquecimiento ambiental sobre la
modulacion de la expresion génica, la respuesta de ansiedad y
la ingesta de alcohol producida por la exposicion prenatal al
alcohol (Wille-Bille et al., 2020). Los resultados mostraron que
el alcohol prenatal indujo la regulacion positiva en los niveles
de ARNm del sistema del receptor opioide kappa en la
amigdala, asi como los niveles de ARNm de prodinorfina en el
area tegmental ventral, con el ultimo efecto vinculado a una
menor metilacion del ADN en el promotor del gen. Estos
efectos se normalizaron mediante manipulaciones de
enriquecimiento ambiental posnatal. Ademas, el

enriquecimiento ambiental también tuvo un efecto protector
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sobre la ingesta de alcohol, siendo este efecto mas marcado

en machos que en hembras.

Se ha encontrado que el alcohol prenatal altera el
desarrollo normal de los sistemas neuroquimicos. En base a
datos que muestran que la ingesta voluntaria de alcohol esta
parcialmente regulada por la actividad del sistema
monoaminérgico (Ericson, Blomqvist, Engel, y Soderpalm,
1998; Gonzales y Weiss, 1998) y que la adquisicion de habitos
de consumo de alcohol esta mediada por el sistema
dopaminérgico mesencéfalico (Gianoulakis, 2001), se ha
propuesto que la ingesta aumentada de alcohol después de la
exposicion prenatal se debe a alteraciones en este sistema. Se
ha observado que la exposicion prenatal al alcohol afecta el
desarrollo del sistema dopaminérgico (Aghaie et al., 2020;
Shen, Hannigan, y Kapatos, 1999), induciendo, por ejemplo,
hiperactividad (Cheng et al., 2018) junto con sensibilidad a los
efectos estimulantes del alcohol (Barbier et al., 2009; Becker et
al., 1993). Tal como se ha comentado anteriormente, estos
efectos, junto con otros efectos fisioloégicos y de
comportamiento, se han relacionado con un mayor consumo

de alcohol en sujetos expuestos prenatalmente al alcohol.

Otros sistemas neuroquimicos que han demostrado
estar relacionados con aspectos motivacionales del consumo
de alcohol, ya sea directa o indirectamente, y que estan
afectados por la exposicion al alcohol son GABA, serotonina y
el sistema opioide (Alfonso-Loeches y Guerri, 2011).

Especificamente, se ha demostrado que el sistema opioide
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esta involucrado en el aumento de la ingesta de alcohol
observado en sujetos expuestos prenatalmente a una dosis
relativamente baja de alcohol (1 g/kg) (Nizhnikov et al., 2014).
En este estudio, se observdo que la exposicion prenatal al
alcohol, ademas del aumento de la ingesta de alcohol en la
descendencia, indujo cambios en el sistema receptor opioide
kappa. En particular, se encontr6 una disminucién en la
expresion del receptor opioide kappa sinaptosomal en areas
del cerebro implicadas en la respuesta al alcohol. Los autores
sugieren que estos cambios en la funcién y expresion del
sistema opioide kappa estan involucrados en la ingesta de
alcohol postnatal mejorada observada después de la

exposicion prenatal.

Se han propuesto diferencias en la respuesta al estrés
como una forma alternativa de explicar el aumento del
consumo de alcohol después de la exposicion prenatal.
Algunos estudios han relacionado el estrés y el consumo de
alcohol a través de alteraciones en el desarrollo del eje HPA 'y
el sistema hipofisario de B-endorfina (Fahlke et al., 2000; Nash
v Maickel, 1985; Prasad y Prasad, 1995). Por ejemplo, en un
estudio se encontré que la exposicion prenatal al alcohol
induce una mayor ingesta de alcohol, pero solo cuando las
ratas se evaluaron después de un estrés cronico (Nelson, Lewis,
Liebeskind, Branch, y Taylor, 1983). Curiosamente, en la
mayoria de los estudios, el consumo de alcohol se prueba en
condiciones de aislamiento, una situacion estresante para las

ratas que podria facilitar la observacion de los efectos
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diferenciales del consumo de alcohol. También se ha
demostrado que el aislamiento prolongado durante el
desarrollo temprano induce una ingesta aumentada de
alcohol en roedores (Kutcher, Egorov, y Chernikova, 2016;
Lopez, Doremus-Fitzwater, y Becker, 2011). Ademas, en un
estudio se vid que esta mayor ingesta de alcohol se
encontraba mas facilmente en machos adolescentes
expuestos al alcohol durante la gestacion y la primera semana
de lactancia (Fernandez, Carrizo, Plaza, Haeger, y Pautassi,
2019). En ese caso, los machos expuestos al alcohol antes y
después del parto mostraron una ingesta de alcohol
significativamente mayor y una mayor preferencia de alcohol
en comparacion con los controles no expuestos durante las
primeras 5-6 sesiones de prueba, pero solo si se habian alojado

en condiciones de aislamiento después del destete.

Los efectos ansioliticos del alcohol también se han
considerado como un mecanismo explicativo del alto
consumo de alcohol observado durante situaciones
estresantes, especialmente en la adolescencia (Spear y Molina,
2005). Recientemente, se observd que las ratas adolescentes
expuestas prenatalmente al alcohol eran mas sensibles a la
facilitacion social y a los efectos ansioliticos de la intoxicacion
aguda con alcohol (Mooney y Varlinskaya, 2018). Otro estudio
examino los efectos combinados de la exposicion prenatal al
alcohol y la separacion materna postnatal sobre la respuesta
del eje HPA, el comportamiento de ansiedad y la ingesta de

alcohol, en la descendencia masculina (Biggio et al., 2018). Los
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resultados de este estudio revelaron que los sujetos machos
expuestos prenatalmente al alcohol (1 g/kg) no mostraron una
mayor ingesta o preferencia por el alcohol en comparacion
con los sujetos no expuestos o aquellos que experimentaron
solamente separacion materna. Se descubrié que la
separacion materna por si sola aumenta la ingesta de bajas
concentraciones de alcohol, mientras que los machos adultos
sometidos a ambos tratamientos, el alcohol prenatal vy la
separacion materna, mostraron un aumento en el
comportamiento relacionado con la ansiedad y una mayor
preferencia por el alcohol en concentraciones bajas y/o altas.
El hecho de no observar un efecto sobre la ingesta de alcohol
en machos después de la exposicion prenatal al alcohol
coincide con los hallazgos de otro estudio en el que se
encontré un resultado dependiente del sexo después de la
exposicion prenatal al alcohol, en funcion de la dosis de
alcohol v la edad de la prueba (Chotro y Arias, 2003). Este
estudio encontré que, mientras que, en la infancia tanto los
machos como las hembras expuestos prenatalmente a 1 o 2
g/kg de alcohol mostraron una mayor ingesta de alcohol, en la
adolescencia solo los machos expuestos a la dosis mas alta y
las hembras expuestas a la dosis mas baja consumieron mas
alcohol que los controles. Posiblemente Biggio v
colaboradores (2018) habrian observado un aumento en el
efecto del consumo de alcohol en el estudio si las hembras de

cada camada hubieran sido incluidas en la prueba.
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4.2. Mecanismos de aprendizaje prenatal

Otros mecanismos propuestos para explicar la ingesta
elevada de alcohol observada después de la exposicion
prenatal se basan en la idea de que el feto puede aprender
sobre diferentes aspectos del alcohol durante la exposicion en
el ambiente amnidtico y esto puede tener un impacto en la
respuesta postnatal a la droga. Tal como se ha comentado en
apartados anteriores, los fetos de ratas en los ultimos dias de
gestacion (DG 17 hasta el nacimiento) pueden adquirir y
expresar formas basicas de aprendizaje, tanto no asociativo
como asociativo (Gruest et al, 2004; Smotherman, 1982,
2002b, 2002a; Smotherman vy Robinson, 1985, 1988;
Smotherman et al., 1988; Stickrod et al., 1982). Teniendo en
cuenta que después de la ingestion materna de alcohol, el feto
esta expuesto al sabor del alcohol, asi como a sus efectos
farmacologicos, algunos estudios explican el aumento del
consumo de alcohol postnatal en términos de un simple efecto
de exposicion al estimulo, es decir, familiaridad con el sabor
del alcohol o habituacion a la neofobia, lo que facilita la
aceptacion inicial de los aspectos quimiosensoriales
particulares del alcohol (Diaz-Cenzano y Chotro, 2010b; Speary
Molina, 2005). Sin embargo, este mecanismo por si solo no es
suficiente para explicar el aumento del consumo de alcohol
observado cuando los sujetos son evaluados repetidamente
y/o tras un largo periodo desde la experiencia prenatal (Fabio,
Macchione, Nizhnikov, y Pautassi, 2015; Gaztanaga, Aranda-
Fernandez,y Chotro, 2014).
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Un mecanismo que ha sido ampliamente investigado y
ha obtenido abundante apoyo en las ultimas dos décadas, es
uno que vincula el aumento del consumo de alcohol con el
aprendizaje asociativo fetal sobre el alcohol (Arias y Chotro,
2005a, 2005b, 2006; Chotro y Arias, 2003; Chotro et al., 2007;
Chotro, Arias, y Spear, 2009; Diaz-Cenzano y Chotro, 2010a;
Diaz-Cenzano, Gaztanaga, y Chotro, 2014; Gaztanaga et al.,
2015; Miranda-Morales, Molina, Spear, y Abate, 2010; Nizhnikov
et al, 2014; Youngentob, Kent, y Youngentob, 2012). La
hipotesis de trabajo de la mayoria de estos estudios se basa en
que el feto adquiere una RC apetitiva al alcohol mediante la
formacion de una asociacion entre el sabor del alcohol (EC) y
sus efectos farmacologicos (El). Dado que los efectos
farmacologicos del alcohol estan mediados por el sistema
opioide, las primeras investigaciones al respecto estudiaron el
rol del sistema opioide sobre el aumento del consumo de
alcohol tras su exposicion prenatal (Chotro y Arias, 2003). Otro
de los mecanismos que se ha comenzado a investigar en anos
recientes es el de los efectos del primer metabolito del alcohol,

el acetaldehido.

4.3. El sistema opioide media los efectos conductuales del

alcohol prenatal

Con respecto a los efectos farmacolégicos del alcohol,
varios estudios han explorado el papel implicito del sistema

opioide endogeno. Se sabe que este sistema neuroquimico
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juega un papel importante en los comportamientos de
consumo de alcohol (Gianoulakis, 2001, 2004) y en la
mediacion de los efectos de refuerzo del alcohol,
particularmente el sistema de receptores opioides p (Acquas,
Meloni, y Di Chiara, 1993; Gianoulakis, 2001; Molina-Martinez y
Juarez, 2020; Stromberg, Volpicelli, y O'Brien, 1998). Sobre la
base de evidencias, se investigaron las propiedades de
refuerzo del alcohol durante la gestacion a través de la
manipulacion del sistema opioide prenatal. Los resultados de
varios estudios han demostrado que el bloqueo del sistema de
receptores opioides con un antagonista no selectivo (naloxona
o naltrexona) durante la exposicion prenatal al alcohol, evité la
observacion de la ingesta aumentada de alcohol en la
descendencia, tanto en la infancia como en la adolescencia
(Chotro y Arias, 2003; Youngentob et al., 2012). Se encontraron
resultados similares cuando se investigd el efecto sobre la
palatabilidad del alcohol después de la exposicion prenatal (2
g/kg) con o sin el antagonista del sistema opioide. Las crias
expuestas prenatalmente al alcohol mostraron una tasa mas
alta de respuestas apetitivas ante el sabor del alcohol (alta
palatabilidad), mientras que los sujetos que recibieron
prenatalmente el alcohol junto con naloxona mostraron una
disminucion en la respuesta apetitiva al sabor del alcohol
(Arias y Chotro, 2005b). Sobre la base de estos resultados, se
concluy6 que la mayor aceptacion del alcohol después de la
exposicion prenatal podria explicarse por una preferencia

condicionada aprendida por el feto, que asociaria las
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propiedades quimiosensoriales del alcohol con un reforzador
positivo que estimula el sistema opioide. Cabe senalar que este
aprendizaje prenatal parece ser lo suficientemente persistente
como para ser retenido durante al menos cuatro semanas
después del nacimiento. Asimismo, se encontré6 que la
experiencia prenatal con alcohol puede interferir con
aprendizajes postnatales sobre la droga, reduciendo
aversiones condicionadas y potenciando el aprendizaje de
preferencias en las que esta involucrado el alcohol, tanto
como EC como El (Arias y Chotro, 2006; Chotro et al., 2009).

También se ha encontrado que el sistema opioide fetal
puede activarse por accion de alguna sustancia contenida en
el liquido amnidtico, en ausencia de alcohol y que la activacion
de estos opioides puede ser responsable de los efectos de
refuerzo que tienen lugar en el utero (Korthank y Robinson,
1998). Se ha descrito en una amplia variedad de mamiferos
(incluidas las ratas y los humanos), que el liquido amniético y
otros tejidos relacionados con el parto, como la placenta,
contienen una sustancia conocida como “factor de aumento
de opioides placentarios” (POEF) (Kristal, 1991). Cuando se
ingiere, esta sustancia (que aun no se ha identificado
guimicamente) activa el sistema opioide y potencia los efectos
antinociceptivos de los opiaceos, aunque aparentemente no
induce ningln efecto analgésico directo (Abbott et al., 1991;
Kristal, 1991; Kristal et al., 1990). Otros autores también han
propuesto que el liquido amnioético contiene una sustancia

que estimula los receptores opioides kappa, por lo que la
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denominaron KIF (“kRappa inducing factor” factor inductor de
kappa), que seria funcional en los ultimos dos dias de
gestacion (en la rata DG 20-21) (Méndez-Gallardo y Robinson,
2010). Estos investigadores sugirieron que KIF podria ser el
agente que media en las preferencias por los sabores
experimentados prenatalmente en el liquido amnibtico,
incluida la mayor aceptacion del alcohol observada después de
la exposicion prenatal a esta droga. Es decir, que, segun estos
autores, el mayor consumo de alcohol observado en los
estudios descritos anteriormente es el resultado de Ila
asociacion prenatal entre el sabor del alcohol y los efectos
reforzante de esta sustancia KIF, que actuaria como reforzador
activando el sistema opioide fetal. Esta hipotesis fue evaluada
en dos estudios de nuestro laboratorio. En el primero, teniendo
en cuenta que la actividad de KIF se ha sugerido que comienza
alrededor de DG 20, la administracion prenatal de alcohol
antes de estos dias (DGs 17-18) no deberia producir el efecto
de mayor ingesta, mientras que si se observaria cuando la
exposicion al alcohol ocurre en los dias siguientes (DGs 19-20).
Los resultados aparentemente apoyaron la hipotesis de que
KIF, y por lo tanto, la estimulacién de los receptores opioides
kappa, podrian jugar un papel importante como refuerzo en
este aprendizaje prenatal (Diaz-Cenzano y Chotro, 2010a). En
un segundo estudio, esta hipotesis fue probada desde otra
perspectiva mas directa: teniendo en cuenta que KIF actua
directamente sobre los receptores opioides kappa, mientras

que los efectos de refuerzo del alcohol estan mediados por la
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estimulacion de los receptores opioides u, sendos efectos se
evaluaron mediante el uso de antagonistas especificos para
cada sistema de receptores. Los resultados demostraron que
cuando se bloquean prenatalmente los receptores opioides p,
durante la exposicion al alcohol, se elimina por completo el
efecto de mayor consumo posnatal de alcohol. Sin embargo, el
bloqueo del sistema de receptores kappa no anulé dicho
efecto. Estos resultados permitieron descartar la posibilidad de
gue los efectos del liquido amniotico (y de KIF) en el sistema
opioide actuen como el reforzador responsable de la respuesta
condicionada apetitiva. En cambio, se comproboé que los
efectos farmacologicos del alcohol en los receptores opioides
M son criticos para observar el aumento del consumo de
alcohol después de la exposicion prenatal (Diaz-Cenzano et al.,
2014). Coincidentemente, en otro trabajo se demostré un
aumento en la actividad de los receptores opioides u en el area
tegmental ventral después de la exposicion prenatal al alcohol,
junto con la ingesta aumentada de alcohol en la adolescencia
(Fabio et al., 2015). En la misma linea, otro trabajo estudio la
participacion de este sistema de receptores en la atraccion
generada por la experiencia prenatal con alcohol o con otras
sustancias con olor pero sin efectos farmacologicos
(Gaztanaga et al., 2014). Se observd que neonatos de rata
cuyas madres habian ingerido vainilla o alcohol durante los
ultimos dias de gestacion, eran atraidos por el respectivo olor
experimentado en utero en mayor medida que por los otros

olores. Sin embargo, la administracion del antagonista
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especifico de receptores opioides py solo anulé la atraccion
hacia el alcohol, mostrando que la preferencia por el alcohol
generada prenatalmente esta mediada especificamente por
este sistema opioide. Mientras que el mismo no esta
directamente implicado en la generacion de atracciones por

otros olores.
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5. EL PAPEL DEL ACETALDEHIDO EN LOS EFECTOS DEL
ALCOHOL

5.1. Aspectos generales del acetaldehido

El acetaldehido se puede producir tanto biolégica como
artificialmente, y se pueden encontrar cantidades
significativas de esta molécula en algunos alimentos, bebidas,
humo de cigarrillos y gases del escape de automaoviles. Es un
liquido altamente volatil con un olor desagradable e irritante a
temperatura y presion ambiente. Es extremadamente reactivo
y tiene una eliminaciéon plasmatica muy rapida (Correa et al.,
2012). El acetaldehido es wun intermediario en las
fermentaciones lacticas y alcohdlicas, v también es un
producto de la fermentacion de granos de soja y cereales
(Feng, Larsen, y Schniirer, 2007). Por ejemplo, se detecta en
pan, té y café instantaneo, granos de café tostados, leche,
yogurt y requeson, y en muchas bebidas tanto no alcohdlicas
como alcohdlicas (Clemente-Jimenez, Mingorance-Cazorla,
Martinez-Rodriguez, Las Heras-Vazquez, y Rodriguez-Vico,
2005; Drake, Lopetcharat, y Drake, 2009; Miyake y Shibamoto,
1993). Como se menciond anteriormente, el acetaldehido
también esta presente en el humo del tabaco, en algunos
casos a la misma concentracion que la nicotina (Hoffmann,

Hoffmann, y EI-Bayoumy, 2001).

Sin embargo, dado el tema de esta tesis, esta seccion se
centrara principalmente en el acetaldehido que se deriva de la

metabolizacion del alcohol y los efectos de este metabolito
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como responsable de efectos inicialmente atribuidos al

alcohol.

5.2. Efectos ansioliticos del acetaldehido

Entre los efectos del alcohol en dosis moderadas, se
encuentran sus efectos ansioliticos. Estas propiedades se han
observado en humanos y roedores (Abrams, Kushner, Medina,
y Voight, 2001; Boehm, Reed, McKinnon, y Phillips, 2002).
Utilizando pruebas en laberinto en cruz elevado, se observo
que, tras la administracion de diferentes dosis de alcohol a
ratones, estos recorrian por igual tanto los brazos abiertos
como los brazos cerrados del laberinto, mientras que los
controles administrados con agua recorrian principalmente los
brazos cerrados y evitaban los abiertos. Sin embargo, la
administraciéon de un inhibidor de las catalasas (Aminotriazole)
previo a la administracion de alcohol, hizo que los sujetos se
comportasen como los controles, es decir, que se habian
reducido los efectos ansioliticos del alcohol. Contrariamente,
tras la administraciéon de un potenciador de la accion de las
catalasas, los sujetos pasaban mas tiempo en los brazos
abiertos en comparacion con sujetos controles. Ademas, en el
mismo trabajo observaron que la administracion de D-
penicillamina (secuestrador de acetaldehido) también
bloqueaba los efectos ansioliticos del alcohol (Correa,

Manrique, Font, Escrig, y Aragon, 2008). Estos resultados
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parecen senalar que las propiedades ansioliticas del alcohol

estan mediadas por la accion del acetaldehido central.

5.3. Efectos psicomotores del acetaldehido

Se ha observado que los principales efectos
psicomotores del alcohol, como la supresiéon locomotora o
inmovilidad, la falta de coordinacion y fallos en la
acomodacion de la postura corporal son atribuibles al
acetaldehido (Correa, Sanchis-Segura, y Aragon, 2001).
Estudios realizados con diferentes cepas de ratones han
encontrado que, tras una administracion de alcohol, ratones
sin catalasas sufren de una sedacion mas larga que ratones
normales (Aragon y Amit, 1993; Zimatkin et al., 2006). En
humanos con mutaciones en la enzima ALDH2 se demostro
que el acetaldehido acumulado periféricamente tenia mas
impacto en las habilidades motoras y en las funciones
psicomotoras que el alcohol en si mismo (Kim et al., 2010). Se
ha sugerido que el acetaldehido acumulado periféricamente
produce principalmente efectos propios de la ataxia, como la
falta de control muscular y de coordinacion; mientras que el
acetaldehido central produciria los efectos estimulantes
asociados al consumo de alcohol (Correa et al., 2012). En otro
trabajo se encontr6 que secuestrando el acetaldehido central
con D-penicilamina, la locomocién inducida por el alcohol se
veia disminuida en ratones adultos (Font, Miquel, y Aragon,

2005); efecto que también fue observado en ratas pre-
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destetadas (Pautassi, Nizhnikov, y Spear, 2011). En estudios
con ratones en los que se ha manipulado farmacolégicamente
la actividad de las catalasas inhibiéndolas con diferentes
sustancias, como la cianamida o la azida de sodio, se ha
observado una menor actividad motora producida por el
alcohol, en comparacion con sujetos controles (Correa, Miquel,
y Aragon, 2000; Correa, Miquel, Sanchis-Segura, y Aragon,
1999; Escarabajal, Miquel, v Aragon, 2000; Sanchis-Segura,
Miquel, Correa, y Aragon, 1999). Mientras que en otro estudio
se vio que el aumento de la actividad de las catalasas aumento
la locomocioén inducida por el alcohol (Correa, Miquel, Sanchis-
Segura, v Aragon, 1999; Correa, Sanchis-Segura, Pastor, y
Aragon, 2004; Correa et al, 2000). Esto indicaria que la
actividad motora inducida por el alcohol esta estrechamente

relacionada con la actividad de las catalasas centrales.

5.4. Efectos reforzantes del acetaldehido

Ademas del rol ejercido en efectos previamente
comentados, se ha observado que el acetaldehido también
juega un papel especifico en las propiedades motivacionales
del alcohol, tanto a nivel apetitivo como aversivo. Este rol
como estimulo aversivo se ha encontrado utilizando
principalmente condicionamiento por el lugar, tanto apetitivo
(CPP) como aversivo (CPA) en funcion de la dosis de alcohol
empleada (Aragon, Sternklar, y Amit, 1985; Parker y Carvell,
1986; Spivak, Aragon, y Amit, 1987b) y mediante Ila
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manipulacion enzimatica de los niveles de acetaldehido en el
sistema periférico (Peana et al., 2008; Spivak, Aragon, y Amit,
1987a). Otros estudios focalizaron mas su atencion en el
acetaldehido generado centralmente y sus propiedades
apetitivas. Asi, se encontroé que secuestrando el acetaldehido
producido a nivel central mediante la D-penicillamina se evita
el posterior condicionamiento apetitivo por el lugar (Serrano
et al., 2007). En el mismo sentido, otro estudio mostré como en
ratones la D-penicillamina previno el condicionamiento
apetitivo, pero no afecté al condicionamiento aversivo por el
lugar (Font, Aragon, y Miquel, 2006). Estos resultados parecen
senalar que el acetaldehido central no produce

condicionamiento aversivo por el lugar.

También se ha evaluado la preferencia inducida por
acetaldehido central en crias de rata. La administracion de
alcohol directamente en el cerebro previa a la asociacion con
un olor, genera en la cria una preferencia aumentada por un
pezodn artificial. Sin embargo, la administracion de un inhibidor
de las catalasas (sodium azide) previa a la administracion de
alcohol, previno de la adquisicion de la preferencia (Nizhnikov,
Molina, y Spear, 2007). En la misma linea, Pautassi y
colaboradores (2011), demostraron que, en crias de rata pre-
destetadas, la D-penicilamina previno la preferencia
condicionada por una superficie tactil, inducida por
intoxicacion con alcohol (Pautassi et al., 2011). Ademas de lo
anterior, el acetaldehido formado centralmente estaria

relacionado directamente con una experiencia reforzante con
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el alcohol, produciendo un mantenimiento del consumo (Chen
et al.,, 2009; Hahn et al., 2006; Wall, Thomasson, Schuckit, y
Ehlers, 1992). Sin embargo, altos niveles del metabolito en
sangre se relacionan con una clara reaccion adversa que
disuadiria a los usuarios de mantener el consumo (Chao, 1995).
De hecho, en poblacion de origen asiatico se da una mutacion
de la enzima ALDH2*2 que produce casi total inactividad de la
enzima, lo que a su vez produce una acumulacion drastica de
acetaldehido periférico. De este modo, con consumos mas
bajos que en otras poblaciones, estas personas
experimentarian una reaccion adversa. Esta facilidad para
percibir una experiencia negativa tras la intoxicacion se ha
considerado en si misma como una proteccion frente al
desarrollo del alcoholismo (Eriksson, 2001; Quertemont,
Tambour, y Tirelli, 2005; Tambour y Quertemont, 2007). Es
sobre esta nocion de los efectos de los niveles periféricos de
acetaldehido sobre la que se sustentan algunos de los
tratamientos para el alcoholismo: el disulfiram o la cianamida
son farmacos que producen una acumulaciéon de acetaldehido
periférico con el proposito de provocar una aversion hacia el

alcohol.

Del mismo modo, la literatura aporta varias evidencias
que relacionan el acetaldehido central con el consumo
voluntario de alcohol. En un estudio con ratas, en el que para
manipular los niveles de acetaldehido se empled cianamida
(aumentar) y 4MP (reducir), observaron que la cianamida

generaba una reduccion del consumo de alcohol y que, la
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subsiguiente administracion de 4MP no generaba ningun
cambio, aunque el 4MP efectivamente redujo la acumulacion
de acetaldehido generada por la cianamida. Este ultimo hecho
podria resultar relevante ya que, la regulacion de la produccion
de acetaldehido en el cerebro podria regular el consumo
voluntario de alcohol (Sinclair y Lindros, 1981). En otro estudio
con un modelo de ratén acatalasémico, se encontr6 que el rol
de las catalasas en los efectos del alcohol podria producirse
por su habilidad para metabolizar el alcohol en el cerebro, y
que dicha habilidad tiene influencia sobre las conductas
generadas por el alcohol (Aragon y Amit, 1993). Ademas,
Karahanian y colaboradores (2011) encontraron un area
especifica que podria ser clave para la modulacion del
consumo; mediante un agente anti-catalasas (shRNA)
inyectado en al area tegmental ventral observaron una
reduccion del consumo voluntario de alcohol en un modelo de
rata bebedora (UChB). En ese mismo estudio encontraron que
la infusion en esta area de un vector lentiviral codificante de
ADH1, estimulaba la sintesis de ADH1 y conjuntamente
aumentaba el consumo voluntario de alcohol (Karahanian et
al., 2011). Todos estos resultados parecen indicar que el
consumo de alcohol podria estar modulado por el equilibrio
entre niveles de acetaldehido periférico y cerebral. Pero sobre
todo, por la expresion del sistema de catalasas y su habilidad
para metabolizar el alcohol, es decir de la sintesis de

acetaldehido en el cerebro.
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5.5. El acetaldehido en la exposicion prenatal al alcohol

Una vez que la madre gestante ingiere alcohol, tanto el
alcohol como el acetaldehido que escapan al primer paso del
higado, llegan a la placenta a través de la circulacion materna.
A diferencia del alcohol, el acetaldehido no alcanza el
ambiente fetal ni de forma inmediata ni en cantidades
significativas (Blakley y Scott, 1984; Zorzano y Herrera, 1989b).
Varios estudios con animales después de la administracion
materna de alcohol encontraron acetaldehido en la placenta,
pero cantidades nulas o minimas en tejidos fetales o en el
liquido amniético (Hayashi et al., 1991; Zorzano y Herrera,
1989b). Se han encontrado enzimas ALDH en el higado fetal de
humanos y otros mamiferos (Cao, Tu, vy Weiner, 1989;
Fakhoury et al., 2009), asi como en la placenta (Blakley y Scott,
1984), aunque en en todos los casos, la cantidad y actividad de
ALDH es menor que en el higado adulto. Por lo tanto, parece
que esta barrera protectora contra el acetaldehido es efectiva,
al menos con las cantidades de acetaldehido acumuladas en la
circulacion materna en condiciones normales y después del
consumo de dosis de alcohol por debajo de 2-4 g/kg. Sin
embargo, cuando circulan niveles altos de acetaldehido en
sangre materna (por encima de 80 uM/l), se puede llegar a
detectar acetaldehido en los tejidos fetales (Zorzano y Herrera,
1989Db). Este umbral por encima del cual se supera la capacidad
metabdlica hepatica placentaria y fetal del acetaldehido se
encuentra con consumo cronico de alcohol, la ingesta

extremadamente alta de alcohol o cuando el metabolismo del
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acetaldehido se manipula farmacolégicamente (Blakley y
Scott, 1984; Boleda et al., 1992; Eriksson, 2001; Consuelo Guerri
y Sanchis, 1985).

Esta evidencia parece indicar que, después de la
ingestion materna, el alcohol ingresa libremente en el
compartimento fetal. Dentro de un rango moderado de
ingesta de alcohol, el feto esta relativamente protegido del
acetaldehido periférico proveniente de la madre o producido
por el higado fetal (Clarke et al., 1986). En cualquier caso,
cuando se encuentran altas concentraciones de acetaldehido
en la circulacion sanguinea materna, la cantidad que ingresa al
compartimento fetal siempre seria considerablemente menor

gue la del plasma materno (Zorzano y Herrera, 1989b).

En contraste, se han reportado cantidades
relativamente altas de acetaldehido en el cerebro fetal
(Hamby-Mason et al., 1997). Dado que las cantidades minimas
de acetaldehido que pueden atravesar la placenta son
metabolizadas por la ALDH hepatica fetal, asi como por la
ALDH en la barrera hematoencefalica (Zimatkin, 1991). El
acetaldehido detectado dentro del cerebro fetal debe
necesariamente producirse in situ a partir del alcohol (Hamby-
Mason et al., 1997). El alcohol llega libremente al cerebro fetal
donde se transforma en acetaldehido por las catalasas, las
principales enzimas responsables de esta transformacion
tanto en adultos como en el cerebro en desarrollo, lo que
representa aproximadamente el 60% de la oxidacion del
alcohol (Hamby-Mason et al., 1997; Zimatkin et al., 2006).
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Ademas, se encontré que la concentracion y actividad de
catalasas en el cerebro de neonatos y fetos de rata era mucho
mas alta que en adultos, lo que podria explicar en parte la
mayor cantidad de acetaldehido central que se encuentra en
el cerebro del feto (Del Maestro y McDonald, 1987; Hamby-
Mason et al., 1997). Al igual que en el higado, la actividad
CYP2ET1 en el cerebro adulto y fetal es inducida por la ingestion
aguda elevada de alcohol o en respuesta al consumo crénico, y
representa el 20-25% de la desintoxicacion cerebral de alcohol
(Hamby-Mason et al., 1997). Sin embargo, ademas del
acetaldehido, se generan especies reactivas de oxigeno o
radicales libres que son moléculas muy reactivas vy
potencialmente dafhinas para los tejidos (Brzezinski, Boutelet-
Bochan, Person, Fantel, y Juchau, 1999; Tumay Casey, 2003). El
acetaldehido se metaboliza irreversiblemente a acetato por las
enzimas fetales del cerebro-ALDH (Fakhoury et al., 2009).

En resumen, se espera una mayor acumulacion de
acetaldehido en el cerebro fetal, en comparaciéon con los
adultos, con concentraciones de alcohol en sangre similares
cuando se considera la combinacion de las tres condiciones
concomitantes mencionadas: exposicion fetal prolongada vy
continua al alcohol acumulado en el liquido amnidtico, mayor
actividad del cerebro fetal catalasas, y la menor expresion de
las enzimas ALDH en el cerebro fetal. Sobre la base de estas
consideraciones, parece que después de la ingesta materna de

alcohol, el feto estara expuesto al alcohol en la sangre, el
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cerebro y el liquido amniético, mientras que la exposicion al

acetaldehido se limita casi exclusivamente al cerebro.

5.5.1. El rol del acetaldehido en los efectos del alcohol en el

desarrollo cerebral fetal

Los estudios en humanos y animales han revelado que
el sistema nervioso central es particularmente vulnerable a los
efectos nocivos de la exposicion prenatal al alcohol. Dada su
complejidad y desarrollo durante la gestacion, e incluso
mucho después del nacimiento, no existe un periodo prenatal
seguro para los efectos toxicos del alcohol y sus metabolitos.
Se ha demostrado que muchos de los efectos del alcohol
prenatal son atribuibles a la acciéon de su principal producto de
oxidacion, el acetaldehido (Eriksson, 2001). Se descubri6 que el
acetaldehido induce un desarrollo neuronal retardado vy
malformaciones que coinciden con las observadas después de
la exposicion prenatal a cantidades relativamente altas de
alcohol durante las diferentes etapas de la gestacion
(Sreenathan, Padmanabhan, y Singh, 1982; Webster, Walsh,
McEwen, y Lipson, 1983). Experimentos mas recientes
realizados a nivel fisiolégico también han demostrado que el
acetaldehido afecta el desarrollo neuronal al alterar la
diferenciacion celular, el crecimiento neuronal, la
mielinizacion y a potenciar los efectos nocivos del alcohol
(Coutts y Harrison, 2015; Giavini, Broccia, Prati, Bellomo, vy

Menegola, 1992). Ademas, la formacion de la placenta también
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se ve afectada negativamente por las altas concentraciones de
acetaldehido, alterando las funciones nutricionales
fundamentales para el desarrollo neurolégico normal (Lui et
al., 2014). Después de la formacion de la placenta, el
acetaldehido materno no llega al feto, pero se produce
abundantemente en el cerebro fetal (Clarke et al., 1986). Estas
cantidades de acetaldehido formadas localmente después de
la ingestion materna de alcohol parecen suficientes para ser
funcionalmente relevantes e inducir una amplia variedad de
efectos nocivos en este sistema en desarrollo tan vulnerable
(Hamby-Mason et al., 1997).

5.5.2. Conexion entre los efectos conductuales del alcohol y

acetaldehido en el feto

Se ha descubierto que el acetaldehido, ademas de sus
consecuencias neurotoxicas, produce efectos conductuales.
Dado que muchos de estos coinciden con los del alcohol, se ha
sugerido, y mas recientemente demostrado, que el
acetaldehido media varios efectos del alcohol en el
comportamiento (Quertemont y Didone, 2006). En humanos y
animales adultos, el acetaldehido induce efectos motores que
incluyen estimulaciéon motora a dosis bajas y sedacion a dosis
altas; efectos de deterioro de la memoria a dosis altas; y
efectos ansioliticos a dosis moderadas, mientras que los
efectos motivacionales pueden ser aversivos o apetitosos.

Otras consecuencias como los efectos anticonvulsivos y
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analgésicos aun no se han demostrado con acetaldehido
(Quertemont et al., 2005). Para los efectos motivacionales del
acetaldehido, muchos estudios han demostrado que tiene
propiedades diferenciales dependiendo de la dosis y el sitio de
accion: se ha encontrado que las concentraciones elevadas de
acetaldehido periférico son altamente aversivas, mientras que
el acetaldehido central induce efectos apetitivos y parece ser
responsable del efecto de refuerzo que sostiene el consumo de
alcohol (Correa et al., 2012; Quertemont et al., 2005).

5.5.3. Efectos reforzantes del alcohol y el acetaldehido en el

fetoyen el neonato

Con respecto a las propiedades de refuerzo positivas del
alcohol y el acetaldehido en el desarrollo temprano, en ratas
recién nacidas se descubrié que la administracion de dosis
bajas de alcohol junto con un olor inducia una preferencia
hacia dicho olor (Petrov, Varlinskaya, y Spear, 2003). Dichas
respuestas apetitivas fueron similares si se inyectaba alcohol o
acetaldehido directamente en el cerebro del neonato, pero no
si se inhibian las catalasas cerebrales o se secuestraba el
acetaldehido, confirmando asi las propiedades apetitivas del
acetaldehido central en ratas neonatas (March, Abate, vy
Molina, 2013; Nizhnikov et al., 2007). En las etapas prenatales,
el alcohol también parece ejercer efectos apetitivos. Cuando
se administra alcohol a la rata prenada durante los ultimos

dias de gestacion (17-20), el feto se expone simultaneamente a
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las propiedades quimiosensoriales (sabor) y farmacolbgicas
del alcohol. Esta experiencia prenatal da como resultado un
mayor consumo de alcohol postnatal, asi como una mayor
apetencia por el sabor del alcohol cuando se prueba en la
infancia y la adolescencia (Chotro y Arias, 2003). En general, se
acepta que el feto a término puede percibir los estimulos
quimiosensoriales presentes en el liquido amniético durante la
deglucion y la respiracion del liquido, formando asociaciones
con sus consecuencias aversivas o apetitivas, lo que modifica
las respuestas postnatales a esos estimulos (Smotherman y
Robinson, 1988). En consecuencia, se demostro que la mayor
aceptacion del alcohol encontrada después de la exposicion
prenatal al alcohol es una respuesta apetitiva condicionada
adquirida en el utero (Chotro y Arias, 2003). También se
descubrio que esta experiencia prenatal modula el aprendizaje
postnatal al retrasar la adquisicion de aversiones y facilitar las
preferencias aprendidas cuando el alcohol es el reforzador
(Arias y Chotro, 2006). Recientemente, se demostré que los
efectos de refuerzo del acetaldehido son cruciales para este
aprendizaje prenatal del apetito sobre el alcohol, ya que el
secuestro de acetaldehido fue capaz de prevenir dicho
aprendizaje (Gaztanaga, Angulo-Alcalde, Spear, y Chotro,
2017). El apoyo indirecto adicional proviene de estudios en los
que se suprimieron los efectos de refuerzo del alcohol al
bloquear el sistema opioide endogeno, en particular los

receptores opioides pu, durante la exposicion prenatal al
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alcohol (Chotro vy Arias, 2003; Chotro et al., 2007; Diaz-Cenzano
etal,2014).

Esto es particularmente relevante ya que los efectos
reforzadores y estimulantes del acetaldehido derivado del
alcohol central parecen estar mediados por el sistema opioide
u (Font, Lujan, y Pastor, 2013). Se ha encontrado que el
acetaldehido estimula la liberacion de B-endorfinas, y el
salsolinol parece inducir sus efectos interactuando con los
receptores opioides pu en el area tegmental ventral posterior,
un elemento de la "via de recompensa de dopamina” (Xie et al.,
2012). Como va se menciond, ademas del acetaldehido, se
encontraron altas cantidades de salsolinol en el cerebro fetal
después de la exposicion cronica al alcohol (Mao et al., 2013),
aunque sus efectos conductuales en la ontogenia temprana

aun no se han probado.

Aunque los efectos de refuerzo del alcohol y el
acetaldehido durante las etapas prenatal y neonatal parecen
ser claros (Mao et al., 2013), aiin no se ha encontrado evidencia
de los efectos adversos del alcohol hasta el dia 11 postnatal de
la rata (Arias y Chotro, 2006b; Pautassi, Nizhnikov, y Spear,
2009). Ademas, las mismas dosis de alcohol que son aversivas
para adultos o crias de dos semanas, son apetitivas cuando se
experimentan prenatalmente o durante la primera semana
posnatal (Arias y Chotro, 2006a; Chotro et al., 2009). Este
cambio en el desarrollo de los efectos motivacionales del
alcohol podria estar relacionado con el estado metabdlico de

la rata en desarrollo a cada edad. Como se explico
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anteriormente, el feto de rata y el neonato no generan
acetaldehido periférico aversivo, debido a la baja o nula
actividad de ADH hepatica que comienza a aumentar después
del nacimiento vy alcanza el valor adulto en el dia 20 (Boleda et
al., 1992), v ademas, el feto esta relativamente protegido del
acetaldehido de origen materno. Por el contrario, la intensa
actividad de la catalasa cerebral que produce altos niveles de
acetaldehido de refuerzo en las etapas fetal y neonatal
disminuye gradualmente con el desarrollo (Del Maestro y
McDonald, 1987). Por lo tanto, parece poco probable que el
feto y el neonato tengan la oportunidad de percibir las
consecuencias negativas del acetaldehido periférico durante
la intoxicacion por alcohol, mientras que sus efectos apetitivos
centrales son predominantes. Si se considera que los efectos
motivadores percibidos de la intoxicacion por alcohol son el
resultado del equilibrio entre los niveles periféricos y centrales
de acetaldehido (Correa et al., 2012), esto sugiere que los fetos
vy los recién nacidos percibiran exclusivamente los efectos
apetitivos del acetaldehido. Ademas, la probabilidad de
percibir sus propiedades aversivas aumentara durante el
desarrollo. Esto implica que el aprendizaje fetal durante la
exposicion prenatal al alcohol necesariamente generara
respuestas apetitivas (figura X). Este mecanismo asociativo
podria ser la base del aumento de la apetencia por el olor
etilico observado en dos estudios recientes con recién nacidos
y adolescentes con antecedentes de exposicion prenatal al

alcohol (Faas, March, Moya, y Molina, 2015; Hannigan, Chiodo,
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Sokol, Janisse, y Delaney-Black, 2015). Del mismo modo, esto
podria explicar el aumento del consumo de alcohol observado
en muchos estudios en animales con exposicion prenatal al
alcohol, junto con otros efectos del desarrollo neurolégico
(Chotro et al., 2007).
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Objetivos e Hipotesis

El objetivo general de esta tesis es el de analizar las
consecuencias de la experiencia prenatal con las propiedades
quimiosensoriales y/o farmacolégicas del alcohol sobre la
respuesta postnatal al sabor y olor etilicos, a sus propiedades
incondicionales, o a otros estimulos quimiosensoriales

experimentados de forma conjunta con el alcohol.

La hipotesis de trabajo de la tesis es que la
administracion de alcohol durante los ultimos dias de la
gestacion de la rata, genera una experiencia prenatal, tanto
con las propiedades quimiosensoriales como con los efectos
farmacologicos del alcohol, que resulta en una modificacion
de la respuesta postnatal ante el olor y sabor del alcohol, de las
consecuencias incondicionales de esta droga y de la respuesta
ante estimulos experimentados de forma conjunta con el

alcohol.
Los objetivos e hipotesis especificos son:

1. Investigar como afecta la intensidad de la experiencia
prenatal con las propiedades quimiosensoriales del
alcohol, en ausencia de reforzamiento, a la atraccion
por el olor etilico en neonatos y al consumo y la
palatabilidad del alcohol en la infancia. La hipotesis
planteada es que una mayor exposicion a las
propiedades quimiosensoriales del alcohol, en ausencia
de acetaldehido, resultara en una mayor atraccion

neonatal por su olor al DP 1. Mientras que esta misma
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3.

experiencia no generara un aumento del consumo y la

palatabilidad del alcohol en la infancia.

Investigar la posibilidad de que se pueda transferir el
valor hedonico apetitivo del alcohol a otro estimulo
quimiosensorial expuesto prenatalmente de forma
contigua al alcohol, induciendo un incremento en su
consumo y palatabilidad en la etapa infantil. La
hipotesis planteada es que la experiencia prenatal con
un estimulo quimiosensorial junto con los efectos
incondicionales apetitivos del alcohol, mediados por el
acetaldehido, no solo generara una mayor atraccion
neonatal por su olor, sino que inducira también un
mayor consumo y palatabilidad de dicho estimulo en la
infancia.

Asimismo, se plante6é detectar y cuantificar el
acetaldehido y el alcohol en el tejido cerebral maternoy
de sus fetos, tras la administracion de alcohol a las

madres gestantes al DG 20.

Investigar si la exposicion prenatal a un estimulo
quimiosensorial no etilico, tanto solo como en
comparnia de las propiedades incondicionales apetitivas
del alcohol, interfiere en el condicionamiento aversivo
de este sabor en la infancia. La hipotesis planteada es
que la exposicion prenatal a un sabor junto con el
alcohol impedira o retrasara la adquisicion postnatal de

una aversion condicionada hacia dicho sabor, mientras

80



Objetivos e Hipotesis

que la exposicion prenatal solo al sabor facilitara el

condicionamiento aversivo postnatal.

Investigar si la exposicion prenatal al alcohol modifica
su capacidad de actuar como estimulo incondicionado
aversivo en la infancia y si esto es dependiente de la
intensidad de la dosis de alcohol empleada en el
condicionamiento. La hipdtesis planteada es que la
exposicion prenatal al alcohol retrasara o facilitara el
condicionamiento aversivo con alcohol, en funcion de

laintensidad de la dosis empleada.
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Metodologia General

SUJETOS

Para todos los experimentos presentados en esta tesis
se utilizaron un total de 987 crias de rata de la cepa Sprague-
Dawley, derivadas de 118 camadas (en cada experimento se
especificara el nUmero de crias y camadas utilizadas). Las ratas
nacieron y se criaron en el estabulario de la Facultad de
Psicologia de la UPV/EHU. La sala de la colonia se mantuvo en
un ciclo de iluminacién de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, con
inicio de luz a las 8:00, y con condiciones de temperatura (21-
23°C) y humedad (50-60 %) controladas.

Para contar con estas crias, se emparejaron ratas
hembras vy machos adultos provenientes del estabulario
general de la Universidad. Diariamente tras cada
emparejamiento, se realizaron frotis vaginales a las hembras
para la deteccion de esperma con microscopio 6ptico, y en
caso positivo, dicho dia se consideré DGO. Todas las hembras
cuyos frotis fueron positivos el mismo dia se alojaron juntas en
parejas o trios en jaulas de maternidad, hasta el comienzo del
tratamiento prenatal (DG 17-20). Una vez terminado el
tratamiento prenatal, las hembras se alojaron individualmente
hasta el dia del parto el DG22. Las jaulas de maternidad se
revisaban diariamente por la manana para el registro de los
partos, que se consideré como DP 0. Tras el parto y no mas de
48 horas después, todas las camadas eran reducidas a un
maximo de 10 sujetos y, en caso de ser posible, se mantuvo un
numero igual de machos y hembras. Durante la gestacion y la

lactancia las hembras tuvieron acceso ad libitum tanto a
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alimento (PANLAB, Espana, formula de maternidad) como a

agua filtrada.

En todos los experimentos se siguid la normativa
europea para el cuidado y tratamiento de animales de
experimentacion y los procedimientos fueron controlados y
aprobados por el “Comité de Etica y Cuidado Animal” de la
Universidad del Pais Vasco UPV/EHU (CEEA) y la Diputacién
Foral de Gipuzkoa, Espana, de conformidad con la Directiva del

Consejo de las Comunidades Europeas (86/609/EEC).

PROCEDIMIENTOS
Tratamientos prenatales

Los tratamientos prenatales de todos los experimentos
se realizaron durante la manana de los DG 17, 18, 19 y 20. Al
comienzo del procedimiento, las madres gestantes se retiran
de sus jaulas, se marcan en la cola para su identificacion y se
registra el peso. Después de ser pesadas, todas las ratas
reciben una administracion intragastrica (i.g.) de la sustancia
correspondiente a cada tratamiento y experimento. La
administracion i.g. se realiza utilizando un tubo de polietileno
de 20 cm de longitud (PE-50 Clay Adams, Parsippany, NJ) unido
a una jeringa de 10 ml con una aguja de calibre 24. El tubo se
inserta suavemente a través de la boca y se empuja
lentamente hacia el estdbmago, unos 10 cm de canula, vy
posteriormente se infunde la sustancia de forma suave pero

continua. Todo el procedimiento toma alrededor de 15
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segundos por rata. Las sustancias administradas por via i.g.
fueron alcohol, vainilla, 4-MP o agua, con las siguientes

concentracionesy dosis:

La dosis de alcohol fue de 2 g/kg. Esta fue administrada
en un volumen equivalente a 0,015 ml/g de una

solucion al 16,8 % v/v de alcohol en agua filtrada.

El 4-MP se administra i.g. junto con la solucion de
alcohol ya que se ha comprobado que produce los
mismos niveles en sangre que por via intravenosa
(Marraffa et al., 2008). La dosis es de 0,13 ml disuelta en

100 ml de la solucion etilica antes descrita.

La dosis empleada de vainilla fue de 50 mg/kg de una
solucién con una concentracion al 500 mg%. Con esta
dosis se ha comprobado la detecciéon de vainilla en el
liquido amnidtico (Diaz-Cenzano, Gaztahaga, y Chotro,
2014). El agua fue administrada en volumen equivalente
a0,015ml/g.

En aquellos experimentos en los que se utilizo el
secuestrador de acetaldehido, D-penicillamina, se inyectd por
via subcutanea (s.c.). La administracion s.c. se realiza en la zona
cervical de la hembra gestante, media hora antes de la
administracion i.g., dada la especificidad de la droga en
interaccion con el alcohol. Cada dia, una vez finalizado el
tratamiento correspondiente, las ratas gestantes se vuelven a
colocar en sus jaulas. La dosis empleada para 2g/kg de alcohol

se correspondia con 0,7 pl/g de una solucion de 7,4 g de D-
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penicillamina en 100 ml de salina (50 mg/kg). Los sujetos
controles reciben el mismo volumen de vehiculo, solucion

salina.

Procedimientos y pruebas postnatales

Prueba de reactividad al sabor (PRS)

Esta prueba se emplea para estudiar la reaccion a los
diferentes sabores presentados directamente a la boca de las
crias. Se realiza a la manana del DP 14. Dos crias (una hembra y
un macho) de cada camada son separadas de las madres,
marcadas para su identificacion y canuladas intraoralmente.
Para ello se utilizan secciones de polietileno (Clay Adams,
PE10) de unos 5 cm. Uno de los extremos de las secciones se
calienta para crear un “tope” para que la canula no se salga una
vez colocada en la boca de la cria. Este procedimiento ha sido
utilizado ampliamente en este y otros laboratorios (Chotro y
Arias, 2007; Diaz-Cenzano et al., 2014; March, Abate, y Molina,
2011). Consiste en pasar la canula a través de la mejilla de la
cria empleando una aguja (32 G), dejando el extremo con el
tope en la cara interior de la mejilla y el resto de la canula
sobresaliendo fuera de la boca. El tiempo empleado para
canular cada cria no sobrepasa los 10 segundos e induce un
estrés minimo (Spear, Specht, Kirstein, y Kuhn, 1989). Una vez
canuladas, las crias permanecen en cajas de metacrilato (15x 8

X 15 cm) hasta el comienzo de la prueba. Estas cajas se
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mantienen a una temperatura de 28-30 °C mediante

almohadillas térmicas colocadas debajo de las mismas.

La prueba se realiza en una caja de forma trapezoidal
con la pared frontal hecha de material transparente (29 x 12,5
cm) v el resto de paredes (18 x 11,5 cm) vy el suelo de espejos.
Este juego de espejos permite la observacion de las diversas
expresiones faciales y movimientos corporales de las crias
desde cualquier angulo. La caja cuenta con dos
compartimentos separados para la evaluacion simultanea de
dos crias. Las crias se colocan una en cada compartimento y se
conecta el extremo libre de cada canula intraoral a una bomba
de infusion automatica programable (KD Scientific). Las crias
permanecen durante un periodo de 10 minutos para su
habituacion a este nuevo contexto, antes del comienzo de la
prueba. La prueba tiene una duracion total de 7 minutos vy
consiste en la infusion de sustancias a la boca a través de la
canula en pulsos de 15 segundos con 45 segundos de intervalo
entre infusiones, es decir, reciben 7 infusiones intraorales. En
las dos primeras las crias reciben agua y en las restantes cinco
el sabor a evaluar. Toda la prueba se registra con videocamaras
digitales para el posterior analisis de la conducta de las crias.
Una vez finalizada la prueba las crias son devueltas a la caja

hogar junto a su madre.

Las sustancias empleadas en esta prueba para la
infusion intraoral fueron: vainilla en una concentracion de 50

mg % en agua filtrada, alcohol al 6 % v/v en agua filtrada,
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vainilla + alcohol (0,05 g de vainillina en 100 ml de solucion de

alcohol al 6%) vy agua filtrada.

En base a estudios previos con crias de rata (Chotro,
Kraebel, McKinzie, Molina, y Spear, 1996; Diaz-Cenzano vy
Chotro, 2010b, 2010a; Hall y Bryan, 1981; Vigorito y Sclafani,
1988) y con ratas adultas (Grill y Norgren, 1978; Parker, 1995;
Parkery Carvell, 1986), asi como en nuestra propia observacion
de las reacciones especificas de los sujetos a los distintos
sabores empleados en estos estudios, se seleccionaron las

siguientes respuestas de las crias:
Respuestas apetitivas:

Movimientos bucales o “"Mouthing”, dentro de esta
categoria se agrupan todos los movimientos bucales de
apertura y cierre de la boca, con o sin extension de la

lengua.

Lameteo de las patas o “Paw Licking”, es la conducta de
lameteo de una o ambas patas delanteras, estando

éstas quietas.
Respuestas aversivas:

Trepado de paredes o “Wall-climbing”, cuando la cria se
mantiene erguida sobre sus extremidades inferiores
mientras las anteriores se apoyan sobre alguna de las

paredes laterales de la caja de evaluacion.

Arcada o “Gaping” consiste en movimientos de

apertura extremay sostenida de la boca.
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Movimiento de patas delanteras o “Paw-treading”/
“forelimb-flailing” consiste en un movimiento repetitivo
y alternado de extension y retraccion de ambas patas

delanteras.

Arrastrar la barbilla o “Chin-rubbing” consiste en la
expulsion del liquido que drena de la boca mediante el
frotado de la barbilla contra el suelo en un movimiento

de atras hacia delante.

Sacudidas corporales o “Shaking” consiste en un

movimiento rapido y repetitivo del cuerpo.

Los dos indices de reaccion apetitiva fueron agrupados en
una Uunica variable que fue denominada “reacciones
apetitivas”, mientras que las cinco conductas aversivas se
agruparon en una Unica medida de “reacciones aversivas”
(Parker, 1995). Esta transformacion ayudé a simplificar la
presentacion e interpretacion de los resultados de todas estas
reacciones de los sujetos. Dada la naturaleza de la expresion
de dichas conductas, las respuestas apetitivas fueron medidas
en duracién (segundos) y las aversivas en frecuencia
(unidades). El aumento del nimero de respuestas apetitivas
ensayo a ensayo se interpreté como una “valoracion” hedénica
positiva por parte de las crias, tanto si era acompanada o no

por una reduccion de las respuestas aversivas (Berridge, 2000).
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Prueba de consumo:

Al igual que en la prueba de reaccion al sabor, al DP 14
las crias se separan de la madre, se marcan para su
identificacion y se canulan intraoralmente. Una vez canuladas
se colocan agrupadas por camada en cajas de metacrilato
calefaccionadas (caja de espera). Antes del comienzo de la
prueba, se estimula la miccion y la defecacion en las crias
mediante el frotado de la zona ano-genital con una bola de
algodon. Esto se realiza para evitar la pérdida de peso durante
la prueba, ya que el consumo se calcula por cambio en el peso
corporal de las crias durante la prueba. Las crias se pesan en
una balanza de precision (0,01 g), y una vez pesadas se colocan
en uno de los 10 compartimentos (10 x 10 x 20 cm) de la caja

de prueba.

Al igual que en la prueba previa, se emplea una bomba
de infusidon para administrar los fluidos a las crias. En este caso,
se programa la bomba para infundir el fluido de forma
constante durante 15 minutos. La cantidad total infundida es
de 1,5 mlauna velocidad de 0,1 ml/min. Durante la infusion, las
crias pueden aceptar o rechazar el fluido, y al finalizar la
prueba las crias se pesan nuevamente para determinar la
variacion pre/post-infusion. El consumo de cada cria se calcula
tanto en mililitros consumidos como en porcentaje de peso

corporal ganado tras la prueba.

Todas las crias se evaluan primero en una prueba de

consumo de agua y una hora mas tarde, se evalua el consumo
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de la sustancia con sabor (con la excepcion del experimento 4,
que solo se prueba el consumo de la sustancia con sabor al DP
16). Entre ambas pruebas las crias no son descanuladas y se
mantienen en la caja de espera con sus hermanos y hermanas.
Tras la ultima prueba todas las crias son descanuladas y
devueltas a la caja hogar con su madre. Las sustancias vy
concentraciones empleadas en esta segunda prueba fueron

similares a las descritas en la prueba de reaccion al sabor.

Prueba de atraccion por el olor:

Dado que la conducta que se evallua en esta prueba
(gateo) es muy singular y que solo se muestra poco después
del nacimiento, esta técnica se utilizd6 como medida de

atraccion por un olor exclusivamente en neonatos del DP 1.

Esta prueba es una adaptacion del procedimiento
descrito por Méndez-Gallardo y Robinson (2014). Por cada
camada, fueron evaluados una hembra y un macho con cada
olor (vainilla, alcohol o agua), midiendo la atraccién por el
mismo mediante el siguiente procedimiento: se coloca un
rectangulo de pano suave (marca Vileda) sobre una
almohadilla térmica, creando una base calida y sélida sobre la
cual los neonatos pueden gatear. Esta “pista” tiene a ambos
lados marcados los cm para medir facilmente la distancia
recorrida por las crias. Todos los movimientos de los recién
nacidos se graban con una videocamara digital colocada a 50

cm por encima de la pista. Para exponer a las crias a los olores,
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se coloca una pequena cantidad (0,3 ml) de la solucién de
prueba en un tubo de microcentrifuga graduado de 1,5 ml que
contiene al fondo una pequena bola de algodon. Al comienzo
de la sesion, los neonatos de cada camada se separan de la
madre, marcados para su identificacion y luego colocados en
grupos segun la camada en una incubadora a 35 °C durante un
periodo de 30 minutos para aclimatarse. A continuacion, las
crias se colocan en caja de espera a 27 °C durante 30 minutos
mas. Después de este periodo, los sujetos se evalluan uno a
uno, colocandolos en una posicidon prona al comienzo de la
pista, con el hocico alineado con la linea de salida. El
experimentador coloca el tubo que contiene el olor
inmediatamente frente al hocico de la cria y lo mantiene de
forma continua durante un periodo de 2 minutos. Si el sujeto
recorre la pista completa (80 cm) en 2 minutos, se considera
que la sesion de prueba para ese sujeto ha acabado. De lo
contrario, la sesion termina después de 2 minutos de
exposicion al olor. Como se menciona en el estudio de
Méndez-Gallardo y Robinson (2014), los neonatos de rata
pueden perder facilmente el contacto con el tubo y/o dejar de
moverse y posteriormente quedarse dormidos. Cuando el
sujeto pierde el contacto con el tubo, éste se vuelve a colocar
de inmediato frente al hocico y después de 30 segundos de
inactividad, para evitar que los sujetos se duerman, el tubo se
retira y se vuelve a colocar delante del hocico del neonato.
Mientras los sujetos responden al olor gateando y empujando

el tubo, la persona investigadora acompana el movimiento de
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la cria hacia adelante, teniendo cuidado de no interrumpir el

comportamiento del sujeto.

La medida que se registra en esta prueba es la distancia
en cm recorrida en la pista por cada sujeto, dentro de la sesion
de prueba de 2 minutos. Esta medida es registrada
inmediatamente por la o el investigador, que es ciego al
tratamiento prenatal y a la condicion de prueba de cada
sujeto. Sin embargo, como se mencion6 anteriormente, todas
las pruebas se graban digitalmente y se guardan los archivos
de video para proporcionar evidencia de los resultados
experimentales y para permitir la revision de las puntuaciones

en caso de error del experimentador.

Los olores empleados en esta prueba fueron: vainilla,
0,2 ml de la solucion 500 mg % de vainillina en agua filtrada;
alcohol, 0,3 ml de la solucién al 6 % de alcohol en agua filtrada;
vainilla + alcohol, en las mismas concentraciones que los

elementos aislados y agua.

Adaptacion de la técnica de la prueba de atraccion por el olor:

A pesar de que esta prueba se ha empleado
exitosamente en varios experimentos en nuestro laboratorio
(Gaztanaga et al., 2017, 2014) tesis de la Dra. M. Gaztanaga,
2016), tiene un aspecto mejorable relacionado con el modo en
que se presentan los olores a las crias neonatas. Como se ha
explicado, los olores son presentados en un tubo colocado

delante del hocico de la cria manualmente por el/la
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experimentador/a, quien acompana el movimiento de la cria a
medida que esta avanza atraida por el olor. A pesar de que este
procedimiento se realiza lo mas delicado y objetivamente
posible, seria deseable que esto se hiciera sin dicha
intervencion. Por ello, se desarrolldo un aparato para intentar
reemplazar la intervencion humana en el procedimiento de

evaluacion de la atraccion por el olor.

Para ello, se disend una estructura transversal al pasillo
o pista que recorren las crias durante la prueba, montada con
rodamientos sobre unos railes colocados a lo largo a ambos
lados de dicha pista. Sobre esta estructura se sujeta el tubo
que contiene el olor de tal manera que permite mantener este
tubo en la posicion correcta, frente al hocico de las crias y
adaptar esta posicion a sus posibles movimientos verticales y
laterales. El peso de la estructura y los rodamientos sobre la
gue se mueve, permiten que una cria de rata en su DP 1 (peso
aproximado 6 g) la pueda mover con facilidad con solo

apoyarse sobre el tubo.

Los resultados obtenidos en un estudio piloto realizado
con este instrumento arrojaron resultados positivos. Sin
embargo, este aparato se construyd una vez acabados los
experimentos de esta tesis en los que se empled esta prueba
por lo que no se pudo realizar un experimento para su
completa validacion, la situacidon provocada por la pandemia
de COVID a partir de 2020 impidid proseguir con estas
comprobaciones. Pero se considero de interés comentar este

posible avance en el procedimiento en esta seccion de la tesis.
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Condicionamiento

En los dias de condicionamiento, el procedimiento
utilizado fue muy similar al procedimiento de la prueba de
consumo. La diferencia principal es que en los procedimientos
de condicionamiento sélo se realiz6 la prueba de consumo del
sabor a condicionar (y no del agua). Ademas, tras la ingesta del
sabor a condicionar, se aplicé una inyeccion intraperitoneal de
El (cloruro de litio o alcohol), en funcién del peso corporal, a
cada uno de los sujetos; los sujetos no condicionados
recibieron igualmente una inyeccion tras la ingesta, pero en su
caso de solucion salina. Tras la inyeccion, los sujetos eran
mantenidos independientemente de sus hermanos no
condicionados, para evitar el “efecto del companero
envenenado”. De esta manera, en dicho espacio de tiempo los
sujetos sufrian el efecto aversivo, para después ser devueltos a
la caja hogar junto a su madre correspondiente. Este
procedimiento se empled para cada dia de condicionamiento
(C1y C2), por lo que, en el dia de la realizacion del test (T), tras

el consumo de la sustancia, no se aplicaban inyecciones.

Como se ha mencionado en el parrafo anterior, como El
se utilizé o bien el Cloruro de litio (LiCl) o bien diferentes dosis
de alcohol. La soluciéon empleada de LiCl para generar la
aversion al sabor fue de una concentracion del 1% al 0,15 M. La
exposicion a un olor/sabor seguida de una administracion
intraperitoneal de LiCl produce una aversion por dicho
estimulo en ratas. Si bien esta aversion es dependiente de la

dosis en crias, la empleada es suficiente para generar
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aversiones en crias de edades superiores al DP 5. Por otro lado,
dos dosis diferentes de alcohol fueron empleados para generar
la aversion al sabor: 1 g/kg y 3g/kg. Ambas dosis han
demostrado ser suficientes para generar aversiones en crias de

rata en la infancia (Arias, Molina y Spear, 2009).

ANALISIS DE DATOS

Los resultados de todas las pruebas fueron analizados
empleando ANOVAs. Los datos de las pruebas de atracciéon por
el olory la prueba de consumo fueron analizados con ANOVAs
factoriales o de una via, dependiendo del disefio de cada
experimento. Para evaluar los efectos de los factores y las
interacciones se empled la prueba Post-Hoc de Duncan, y en
caso de no arrojar resultados, se emplearon la prueba de
Tukey y Fisher LSD, siendo especificada para cada caso en cada

experimento.

En un primer analisis, para todos los experimentos y
pruebas, la variable Sexo fue analizada, pero tras la
comprobacion de la carencia de efectos e interacciones de
esta variable, se eliminaba del analisis final para facilitar la
interpretacion de los resultados. El nivel de alfa establecido

para todos los analisis fue < 0,05.
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EXPERIMENTO 1: APRENDIZAJE PRENATAL SOBRE LAS
PROPIEDADES QUIMIOSENSORIALES DEL ALCOHOL

Esta claro que la exposicion prenatal al alcohol produce
una atraccion hacia su olor al DP 1 como un aumento de la
palatabilidad y el consumo mas adelante en la infancia vy
adolescencia. Este efecto ha sido descrito como una respuesta
condicionada, producida por Ila asociaciobn entre las
propiedades quimiosensoriales del alcohol y un reforzador
apetitivo, mediado por el sistema opioide (Arias y Chotro,
2005b; Chotro y Arias, 2003; Gaztanaga et al., 2015). Tal como
se ha comentado previamente, dicho reforzador es el
acetaldehido producido por la metabolizacion del alcohol
(Gaztanaga et al., 2017). Ademas, se ha demostrado que el
acetaldehido periférico o hepatico es responsable de los
efectos aversivos del alcohol (Quertemont y Tambour, 2004;
Sinclair y Lindros, 1981) y por otro lado, que el acetaldehido
central, producido por el sistema de enzimas catalasas, ha sido
propuesto como responsable de los efectos reforzantes o
apetitivos (Correa et al., 2012; Hahn et al., 2006). Considerando
que la capacidad de metabolizacion hepatica de los fetos es
practicamente nula (Boleda et al., 1992; Sanchis y Guerri, 1986)
vy que los fetos se encuentran protegidos del acetaldehido
periférico materno por la placenta al menos con dosis leves o
moderadas (Guerri y Sanchis, 1985; Hayashi et al., 1991), se
puede suponer que los fetos no perciben los efectos aversivos

del alcohol y en cambio si perciben los efectos reforzante
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apetitivos del acetaldehido central (Hamby-Mason et al., 1997;
March et al., 2013; Nizhnikov et al., 2007).

Con la exposicion prenatal a sabores/olores no etilicos y
por lo tanto sin efecto farmacolégico que pueda actuar como
reforzador, como por ejemplo la vainilla, también se ha
observado una atraccion por su olor al DP 1. Sin embargo, esta
mayor aceptacion no perdura hasta el DP 14, como en el caso
del alcohol. Tal como se ha comentado, la atraccion por estos
olores no etilicos inmediatamente tras el nacimiento, se
explicaria por un efecto de familiaridad hacia el olor
experimentado los dias previos. Teniendo esto en cuenta, la
presentacion del alcohol sin su efecto reforzante durante la
exposicion prenatal, es decir, solo al sabor/olor etilico, deberia
generar también una atraccion en los neonatos.
Sorprendentemente, este efecto de atraccion por familiaridad
por el olor/sabor del alcohol no ha sido evidente en ninguno de
los trabajos en los que se ha eliminado directa o
indirectamente el efecto reforzador del alcohol durante la
exposicion. Asi, la exposicion al alcohol junto con un
antagonista especifico de los receptores opioides
(Naloxonazine) redujo el consumo de alcohol en la infancia (DP
14), pero también impidid la observacion de la atraccion
neonatal por el olor del alcohol observada en sujetos
expuestos solo al alcohol (Gaztaaga, Aranda-Fernandez, Diaz-
Cenzano, y Chotro, 2015). Este mismo resultado fue
encontrado cuando se eliminé el acetaldehido durante la

exposicion prenatal al alcohol, mediante la administracion de
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D-penicilamina (Gaztanaga et al., 2017). En el caso del bloqueo
del sistema opioide, la ausencia de atraccion neonatal por el
olor etilico en sujetos supuestamente familiarizados con este
olor, se podria explicar por uno de los efectos secundarios del
bloqueo de estos receptores: una reduccion general de las
conductas consumatorias. Entre estas conductas se
encuentran los movimientos bucales y de ingesta de liquido
amniotico del feto, que permitirian percibir los olores y sabores
presentes en este liquido (Smotherman y Robinson, 1995). Por
lo que los sujetos expuestos al alcohol, en ausencia de
reforzamiento por bloqueo de ese sistema, no estarian
percibiendo tampoco los aspectos quimiosensoriales del
alcohol como para familiarizarse con ellos y luego mostrar una
atraccion. En el caso de la D-penicilamina, no obstante, no se
han encontrado evidencias de que este farmaco interfiera con
la percepcion del sabor/olor del alcohol. De hecho, la
administracion prenatal de este farmaco junto con la vainilla,
no impide la observacion de una atraccioén neonatal por el olor
de la vainilla, lo que indica que la capacidad quimiosensorial

fetal es funcional (Gaztanaga et al., 2017).

Sin embargo, tal como se comentd, los neonatos
expuestos al alcohol junto con el agente secuestrador de
acetaldehido, no muestran atraccion por el olor del alcohol.
Esto podria estar relacionado con los efectos de la reduccion
drastica de los niveles de acetaldehido por efecto de la D-
penicillamina sobre la oxidacion del alcohol. Hay evidencia de

que la manipulacién de la metabolizacion del acetaldehido
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puede alterar el propio proceso de oxidacion del alcohol. Por
ejemplo, se ha observado que la inhibicion de la enzima ALDH,
que induce un incremento en los niveles de acetaldehido
circulantes, reduce la tasa de oxidacion de alcohol (Fujimiya,
Yamaoka, Ohbora, AKi, y Shinagawa, 2002). Por otra parte,
también se observé que tras la reduccion de los niveles de
acetaldehido la tasa de eliminacion de alcohol se incrementa
(Vind y Grunnet, 1987). Teniendo esto en cuenta, se podria
especular que la ausencia de acetaldehido producida por la
administracion de D-penicilamina junto con el alcohol,
induciria un incremento de la velocidad de eliminacion del
alcohol, reduciendo su acumulacion en el liquido amnidtico y
por ende, disminuyendo la oportunidad de que el feto perciba
sus caracteristicas quimiosensoriales. Esta podria ser la
explicacion de por qué los fetos expuestos al alcohol en
ausencia de acetaldehido no muestran, tras el nacimiento, una
atraccion por el olor del alcohol. Por lo que en este estudio se
intento observar si dicha atraccion neonatal por el olor etilico
podia ser observada aumentando los niveles de alcohol
circulante en ausencia de acetaldehido. El incremento en la
cantidad de alcohol circulante se inducira por inhibicion de la
enzima ADH, mediante la administracién de 4-metil pirazol (4-
MP), v por lo tanto se impedira el paso de alcohol a
acetaldehido (Sarkola, lles, Kohlenberg-Mueller y Eriksson,
2002). Esto resultaria en un aumento de la cantidad de alcohol
circulante y previsiblemente del alcohol que llega al liquido

amniotico, potenciando la percepcion de su olor y sabor. En
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aquellos estudios en los que se administro alcohol junto con 4-
MP se observa que los niveles de alcohol en plasma duplican o
incluso triplican los niveles de alcohol observados en sujetos
controles (Chen, McAlhany y West, 1995; Waller, McBride,
Lumeng y Li, 1982). También se ha comprobado que el 4-MP
traspasa la placenta alcanzando en el feto niveles equivalentes

a los maternos (Gracia, Latimer & McMartin, 2012).

OBJETIVO E HIPOTESIS

El objetivo de este primer experimento es investigar si
el incremento de la cantidad de alcohol circulante vy, por lo
tanto, de alcohol que llega al liquido amniético, induce un
resultado de mayor atraccion por el olor del alcohol en
neonatos de rata (DP 1). Ademas, se analizara el efecto de este
tratamiento sobre el consumo de alcohol y palatabilidad del

sabor etilico en la infancia (DP 14).

La hipotesis de este estudio es que una mayor
exposicion al alcohol (concentracion y duracién), en ausencia
de acetaldehido, favorecera la familiarizacion con sus
propiedades quimiosensoriales, lo que resultara en una mayor
atraccion por su olor al DP 1. Esta atraccion sera mayor que la
observada en sujetos expuestos soélo al alcohol con o sin
acetaldehido. Por otra parte, en la infancia (DP 14), se espera
que el consumo y la palatabilidad del alcohol sean menores en
comparacion con los del grupo expuesto prenatalmente al

alcohol (en presencia del acetaldehido). Es decir, no esperamos
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que la mayor atraccion encontrada en la etapa neonatal se

refleje en el consumo y la palatabilidad en la infancia.

METODO
Sujetos

Se emplearon ratas Sprague-Dawley y sus crias. Se
emplearon un total de 330 crias provenientes de 33 camadas.
Los sujetos fueron distribuidos de la siguiente manera en las
pruebas postnatales: 198 crias para la prueba de atraccién al
oloren el DP 1,y 66 crias para la prueba de consumo y 66 crias

para la prueba de palatabilidad del DP 14.
Procedimiento

Tratamiento Prenatal:

Cada manana de los dias de gestacion (DG) 17 a 20, las
hembras gestantes recibieron uno de los siguientes 5
tratamientos prenatales que consistieron en una inyeccioén s.c.
vy 30 min mas tarde una administracion i.g. de las sustancias
correspondientes a cada grupo. Grupo E (n= 72): salina seguida
de alcohol; Grupo E+4-MP (n= 62): salina seguida de la
administracion de 4-MP con alcohol; Grupo Dp+E (n= 70): D-
penicilamina seguida de alcohol; el Grupo Dp+4-MP+E (n= 60):
D-penicilamina seguida de la administracion de 4-MP con
alcohol; v el Grupo A (n= 66): salina seguida de Ila

administracion de agua.
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Evaluacion Postnatal:

Al DP 1 las crias fueron evaluadas en una prueba de
atraccion por el olor. Los olores evaluados fueron alcohol,

vainillay agua.

Al DP 14, se evalué el consumo de alcohol vy la
palatabilidad del alcohol en una prueba de reactividad al

sabor.

Andlisis de datos:

Los datos de la prueba de atraccion por el olor fueron
analizados con un ANOVA factorial con las variables
independientes Tratamiento prenatal y Olor de prueba, vy
como variable dependiente los cm recorridos por cada sujeto.
Los datos de la prueba de consumo de agua y de alcohol,
fueron analizados por separado con sendos ANOVAs de una
via, con la variable independiente Tratamiento prenatal y ml
consumidos como variable dependiente. Los datos de la
prueba de reactividad al sabor se analizaron con dos ANOVAs
de medidas repetidas, uno para las respuestas apetitivas y otro
para las reacciones aversivas. En ambos casos la variable
independiente fue el Tratamiento prenatal y la medida
repetida los Ensayos. Las variables dependientes fueron el
tiempo (s) emitiendo respuestas apetitivas, en el primer caso y

el numero de reacciones aversivas, en el segundo.
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RESULTADOS
Prueba de atraccion por olor (DP 1)

Los resultados del ANOVA indicaron efectos
significativos de las variables Tratamiento prenatal F(4, 183)=
3,44, p< 0,01 y del Olor de prueba F(2, 183)= 11.85, p< 0,0001.
También se observo una interaccion significativa entre ambas
variables F(8, 183)= 2,15, p< 0,05. Los resultados se muestran en

la Figura 1a.

El analisis Post-hoc de estos efectos revelaron que, en
cuanto al Olor de prueba: el alcohol ejerce significativamente
mas atraccion que la  wvainilla y que el agua,
independientemente del tratamiento prenatal, mientras que
no hay diferencias significativas entre la vainilla y el agua. Con
respecto al Tratamiento prenatal, el grupo E recorre mas
distancia que todos los demas menos que el grupo Dp+E+4-
MP. Cuando se analiza la interaccion, se observa que en la
prueba con el olor del alcohol, los sujetos de los grupos E, E+4-
MP y Dp+E+4-MP no difirieron entre si, y recorrieron mas cm
tras el alcohol que los grupos Dp+E y A. Estos dos ultimos
grupos tampoco difirieron entre si. En resumen, estos
resultados muestran que los sujetos expuestos prenatalmente
a una cantidad relativamente alta de alcohol en presencia o no
de acetaldehido (grupos Dp+E+4-MP y E+4-MP) mostraron
tanta atraccion por el olor del alcohol como los sujetos del

grupo E y fueron mas atraidos por este olor que los sujetos
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expuestos al alcohol en ausencia de acetaldehido (Dp+E) o sin

experiencia con el alcohol (A).

Por otra parte, en la prueba con el olor del agua, no
hubo diferencias significativas entre ninguno de los grupos.
Mientras que en la prueba con el olor de la vainilla, solo se
observo una diferencia significativa: los sujetos del grupo E
recorrieron mas cm tras el olor de la vainilla que los sujetos del

grupo A.
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Figura 1a: Media de la distancia recorrida por los neonatos tras
el olor del agua, la vainilla o el alcohol (cm) en funcion de los
diferentes tratamientos prenatales. Las lineas verticales
representan el error estdndar de la media.
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Prueba de consumo DP 14.

El consumo de alcohol se vio afectado
significativamente por el Tratamiento Prenatal F(4, 56)= 3,05 ;
p< 0,05. La representacion grafica del resultado se muestra en

la figura 1b.

El analisis post-hoc revel6é que los grupos E y E+4-MP
consumieron significativamente mas alcohol que el resto de
los grupos. Es decir, los sujetos que habian sido expuestos al
alcohol en presencia de acetaldehido, son los unicos que
mostraron el mayor consumo de alcohol dos semanas mas
tarde (al DP 14). En cambio, los sujetos que habian sido
expuestos al alcohol, pero en ausencia del acetaldehido,
consumieron alcohol en cantidades equivalentes a las del

grupo A, que no tenia experiencia con el alcohol.

Consumo de Alcohol

0,8 T

0,6 |

0,4 -

Consumo (ml)
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E AMP+E DP+E AMP+DP+E A

Tratamiento Prenatal

Figura 1b: Media de consumo de alcohol (ml) en funcion de los
diferentes tratamientos prenatales. Las lineas verticales
representan el error estdndar de la media.

110



Experimentos

Prueba de Reactividad al Sabor DP 14.
Respuestas apetitivas

El ANOVA indico6 efectos significativos del Tratamiento
Prenatal F(4, 56)= 11,64 ; p< 0,01 y del Ensayo F(6, 336)= 45.11,
p< 0,0001; vy la interaccién entre ambas variables F(24, 336)=
1,68, p< 0,05. El grafico con las respuestas apetitivas y aversivas

se muestran en la figura 1c.

Los analisis Post-hoc de la interaccion revelaron que
todos los grupos mostraron menos respuestas apetitivas
durante los dos ensayos con agua que con alcohol sin mostrar
diferencias entre ellos. Por otra parte, durante los ensayos con
el sabor del alcohol, en algunos ensayos hubo diferencias
significativas entre los tratamientos prenatales. En vista de
estos resultados, realizamos un segundo ANOVA de una via
incluyendo solo las respuestas totales al alcohol de cada
Tratamiento prenatal. El resultado del analisis indic6é un efecto
significativo del Tratamiento prenatal F(4, 60)= 10,56, p< 0,001;
vy el analisis de este efecto revel6 que los sujetos del grupo E y
del grupo E+4-MP mostraron mas respuestas apetitivas ante el
alcohol que los demas grupos. A su vez, los sujetos del grupo
Dp+E+4-MP y el grupo A mostraron mas respuestas apetitivas

que el grupo Dp+E.
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Figura 1c: Media de las respuestas apetitivas ante el sabor del
alcohol (seg) en funcion de los diferentes tratamientos
prenatales durante los 5 minutos de la prueba. Las lineas
verticales representan el error estandar de la media.

Respuestas aversivas

A pesar de la baja frecuencia de reacciones aversivas, el
ANOVA indico efectos significativos del Tratamiento Prenatal
F(4,56)= 4.26 ; p< 0,01 y del Ensayo F(6, 336)= 14.75, p< 0,0001; y
la interaccion entre ambas variables F(24, 336)= 1,73, p< 0,05. El
resultado correspondiente a la dimension aversiva se muestra

en lafigura 1d.

Al igual que en el caso de las respuestas apetitivas, se
hizo un segundo analisis solo con las respuestas al alcohol que
indico efectos significativos del Tratamiento prenatal F(4, 56)=
5.83, p< 0,001. El analisis post-hoc reveld6 que el grupo

E+4MP+Dp fue aquel con mayores respuestas aversivas hacia
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el sabor del alcohol, en comparaciéon con el resto de grupos, los

cuales no difirieron significativamente entre si.

10 4

:,mﬁiﬁ

E+4mp DP+E DP+4MP+E

Respuestas aversivas n2

Tratamiento Prenatal

Figura 1d: Media del numero de respuestas aversivas ante el
sabor del alcohol en funcion de los diferentes tratamientos
prenatales. Las lineas verticales representan el error estandar de
la media.

DISCUSION y CONCLUSIONES

Los resultados de este experimento muestran que,
aumentando la cantidad de alcohol disponible durante la
gestacion, para favorecer la percepcion quimiosensorial del
alcohol en ausencia del acetaldehido, se puede observar la
atraccion neonatal por el olor del alcohol. Sin embargo, esta
atraccion observada al DP 1 no se tradujo en un mayor
consumo ni en una mayor palatabilidad del sabor del alcohol
en la infancia (DP 14). Estos resultados apoyan la hipotesis que
guia este estudio y coinciden con resultados previos de este

laboratorio. Es decir, que tras la experiencia prenatal con
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alcohol la atraccion por su olor al DP 1 se observa cuando el
acetaldehido ejerce su efecto reforzante (grupos E y E+4-MP)
0, si este esta ausente, si la cantidad de alcohol es
suficientemente elevada como para asegurar su percepcion
por parte del feto (Dp+E+4-MP). Por lo tanto, la falta de
atraccion por el olor etilico observada en los neonatos del
grupo Dp+E, se podria interpretar como una menor percepcion
prenatal del olor del alcohol y/o un déficit en la retenciéon de
esa memoria, como consecuencia de la ausencia de un
reforzador (el acetaldehido). La posible insuficiente percepcion
del olor del alcohol en este ultimo grupo podria deberse a un
efecto de la D-penicilamina sobre el metabolismo del alcohol.
Es decir, el rapido secuestro de acetaldehido por parte de este
farmaco podria estar acelerando el primer paso de oxidacion
del alcohol con su consiguiente reduccion de alcohol
circulante. Se ha demostrado que la acumulacion de
acetaldehido en sangre reduce la actividad de la alcohol
deshidrogenasa (Crabb, Matsumoto, Chang, y You, 2004). Sin
embargo no hay datos claros sobre el efecto contrario, es
decir, si la rapida eliminaciéon del acetaldehido en cuanto este
es producido, acelera la oxidaciéon y eliminacion del alcohol. Si
este fuera el caso, esto podria explicar por qué los fetos
expuestos al alcohol en presencia de la D-penicilamina
(responsable de la rapida eliminacion del acetaldehido)
tendrian una exposicion reducida al alcohol, tanto en tiempo
como en cantidad; y por ende, no mostrarian el efecto de

atraccion esperado. Esta explicacion no encontraria apoyo en
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algunos estudios en los que se midieron los niveles de alcohol
en sangre 15y 30 minutos después de la administracion de D-
penicilamina, no se observaron diferencias en este indicador
(Font et al., 2005). Sin embargo, dichos estudios no se han
realizado aun en ratas gestantes, cuando se sabe que hay
cambios en los sistemas enzimaticos encargados de la
eliminacion del alcohol (Badger et al., 2005; Consuelo Guerriy
Sanchis, 1985).

Cuando estos sujetos fueron evaluados durante la
infancia (DP 14) se observd un mayor consumo de alcohol,
pero solo en aquellos grupos expuestos al alcohol en presencia
de acetaldehido (grupos E y E+4-MP). Mientras que los sujetos
de los grupos a los que se les elimind el acetaldehido durante
la exposicion prenatal al alcohol (grupos Dp+E y Dp+E+4-MP),
consumieron cantidades de alcohol similares a las del grupo
control expuesto al agua (grupo A). Cabe destacar que ni
siquiera los sujetos expuestos a una cantidad mas elevada de
alcohol, pero en ausencia de acetaldehido (grupo Dp+E+4-MP),
mostraron un aumento de su consumo de alcohol en la
infancia. Todos estos efectos descritos son una respuesta
especifica al sabor del alcohol, ya que los diferentes
tratamientos prenatales no afectaron de forma diferencial al

consumo de agua.

Resultados similares fueron obtenidos cuando se
evaluod a esta edad la palatabilidad del sabor del alcohol. No se
observaron diferencias entre grupos en las respuestas

apetitivas o aversivas ante el sabor del agua. Pero si se
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observaron mas respuestas apetitivas ante el sabor etilico en
aquellos grupos con tratamiento prenatal de alcohol en los
que estaba presente el acetaldehido (grupos E y E+4-MP), que
en el resto de grupos. Ademas, se observo que los sujetos del
grupo Dp+E fueron los que menos respuestas apetitivas
emitieron ante el sabor del alcohol, incluso menos que los
sujetos sin experiencia previa con alcohol (grupo A) o que los
que tuvieron la experiencia con una cantidad aumentada de
alcohol, pero sin acetaldehido (grupo Dp+E+4-MP). En cuanto a
las reacciones aversivas ante el sabor del alcohol, a pesar de
que no fueron muy frecuentes, se observo que el grupo que
reacciond con mas respuestas de este tipo, en comparacion
con los demas grupos, fue el expuesto a la mayor cantidad de
alcohol en ausencia de acetaldehido (grupo Dp+E+4-MP).
Mientras que el resto de sujetos no mostraron casi reacciones
aversivas ante el alcohol. Este resultado podria estar
relacionado con un aumento en la sensibilizacion a los
aspectos aversivos (irritantes) del sabor del alcohol por la
experiencia prenatal a niveles aumentados de alcohol por el 4-
MP. Resultados de sensibilizacion a los aspectos sensoriales del
alcohol han sido descritos tanto por su preexposicion prenatal
como postnatal (Chotro y Spear, 1997a; Diaz-Cenzano vy
Chotro, 2010b).

Estos resultados obtenidos al evaluar el consumo v la
palatabilidad apoyan la hipotesis de que para observar una
mayor aceptacion del alcohol en la infancia (consumo y

palatabilidad), es necesaria la presencia de un reforzador
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apetitivo durante la experiencia fetal con el olor y sabor del
alcohol. Es decir, durante la exposiciéon al alcohol, en ausencia
de los efectos psicofarmacolégicos del acetaldehido, el feto no
adquiere un aprendizaje condicionado apetitivo hacia el olor
etilico. Por lo tanto, la memoria generada en el utero puede
inducir a una mayor atraccion por el olor del alcohol poco
tiempo después del nacimiento, por un efecto de familiaridad,

pero esta memoria no es retenida hasta la infancia.
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EXPERIMENTO 2: APRENDIZAJE PRENATAL POR LA
ASOCIACION ENTRE UN SABOR NEUTRO VY LAS
PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DEL ALCOHOL

En base a los resultados del experimento anterior,
queda claro que la observaciéon en neonatos de una mayor
atraccion hacia el olor de una sustancia experimentada en el
utero, poco antes del nacimiento, no implica que esta
preferencia se refleje en el mayor consumo o aceptacion de
esta sustancia en la infancia. Tal como se ha comentado
previamente, esto se ha observado en estudios en los que se
administré a la madre gestante sustancias como cineol (olor a
eucalipto), anetol (olor a anis), vainillina (olor a vainilla) o
alicina (olor a ajo) (Gaztanaga et al, 2015). Todas estas
sustancias que tienen olores muy caracteristicos y que
sabemos que, al ser consumidas por la madre llegan al liquido
amniotico, no tienen efectos neurofarmacolégicos, al menos
en las dosis en las que se han utilizado en esos estudios. Por lo
que durante su exposicion prenatal no existe un reforzador
explicito que pueda generar un aprendizaje condicionado,

apetitivo o aversivo.

Existen evidencias de que el feto puede adquirir una
aversion al olor y sabor de una sustancia experimentada en el
liquido amnibtico, cuando se presenta de forma simultanea un
reforzador aversivo (Gruest et al., 2004; Mickley et al., 2013;

Stickrod et al., 1982). Incluso en un estudio se observdé una
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aversion hacia el sabor del cineol cuando este fue
experimentado en el Gtero junto con el alcohol (Abate, Spear y
Molina, 2001; Abate, Varlinskaya, Cheslock, Spear y Molina,
2002).

Sin embargo, no hay estudios en los que se haya
utilizado un reforzador apetitivo explicito, que genere una
preferencia condicionada por estos olores no etilicos.
Sabiendo que el acetaldehido derivado de la metabolizacion
del alcohol puede actuar como un reforzador apetitivo para el
feto de rata, surge la pregunta sobre si este efecto reforzante
del alcohol puede inducir también un condicionamiento
apetitivo de otras sustancias con olor y sabor, diferentes al

alcohol.

OBJETIVOS Y HIPOTESIS

El objetivo principal del presente experimento fue el de
investigar si la posibilidad de que se pueda transferir el valor
hedonico apetitivo del alcohol a la otra sustancia que solo
tenga sabor y olor, tal como la vainilla, induciendo no solo una
mayor atraccion neonatal por su olor sino también un
incremento en su consumo y palatabilidad en la etapa infantil.
Otro objetivo fue el de poner a prueba el papel del
acetaldehido como el principal reforzador en este aprendizaje

fetal hacia el olor y sabor de la vainilla.

La hipotesis de trabajo es que la experiencia prenatal

con la vainilla junto con el alcohol no solo generara una mayor
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atraccion por su olor inmediatamente tras el nacimiento, sino
que inducira también un mayor consumo de vainilla vy
aumentara la palatabilidad de su sabor en la infancia.
Asimismo, el secuestro de acetaldehido durante la experiencia
prenatal con vainilla y alcohol impedira la adquisicion de este
aprendizaje apetitivo fetal, por lo que se observara una mayor
atraccion por el olor de la vainilla en la etapa neonatal pero no
se observara un incremento de la aceptacion de esta sustancia

en la infancia.

METODO
Sujetos

Se emplearon 292 crias provenientes de 42 ratas
Sprague-Dawley. Los sujetos fueron distribuidos de la
siguiente manera en las pruebas postnatales: 155 crias para la
prueba de atraccion al olor en el DP 1, y 137 crias para la

prueba de consumo y palatabilidad del DP 14.
Procedimiento

Tratamiento Prenatal:

Cada manana de los dias de gestacion (DG) 17 a 20, las
hembras gestantes recibieron uno de los siguientes 4
tratamientos prenatales que consistieron en una inyeccioén s.c.
de salina o D-penicilamina y 30 min mas tarde una
administracion i.g. de vainilla, o vainilla con alcohol o agua,

segln el grupo de tratamiento. El grupo V (n= 98): salina
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seguida de vainilla; grupo VE (n= 107): salina seguida de la
administracién alcohol junto con vainilla; grupo DP+VE (n=
112) D-penicilamina seguida de la administracion de alcohol
junto con vainilla; y el grupo A (n= 79): salina seguida de la

administracion de agua.

Evaluacion Postnatal:

Al DP 1 las crias fueron evaluadas en una prueba de
atraccion por el olor. Los olores de prueba fueron vainilla y
vainilla + alcohol. Al DP 14, las crias fueron evaluadas en
pruebas de consumo de vainilla o de vainilla con alcohol; o en
la prueba de reactividad al sabor de la vainilla o de la vainilla

junto con el alcohol.

Andlisis de datos:

Los datos de la prueba de atraccion por el olor fueron
analizados con un ANOVA factorial con las variables
independientes Tratamiento prenatal y Olor de prueba, vy
como variable dependiente la distancia recorrida por cada

sujeto.

Los datos de la prueba de consumo de vainilla y de
vainilla con alcohol fueron analizados por separado con
sendos ANOVAs de una via, con la variable independiente
Tratamiento prenatal y mililitros consumidos como variable

dependiente.
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Los datos de la prueba de reactividad al sabor se
analizaron con dos ANOVAs de medidas repetidas para cada
sabor evaluado (vainilla y vainilla con alcohol), un ANOVA para
las respuestas apetitivas y otro para las reacciones aversivas.
En ambos casos la variable independiente fue el Tratamiento
prenatal y la medida repetida los 7 Ensayos de la prueba (2
ensayos con agua y 5 ensayos con el sabor de prueba). Las
variables dependientes fueron el tiempo (s) emitiendo
respuestas apetitivas, en el primer caso y el niumero de

reacciones aversivas, en el segundo.

RESULTADOS
Prueba de atraccién por oloral DP 1

Los resultados del ANOVA indican un efecto
significativo del Tratamiento Prenatal F(3, 147)= 25,22 ; p<
0,0001, del Olor de prueba F(1, 147)= 23,88 ; p< 0,0001 y de la
interaccion de ambas variables Tratamiento Prenatal x Olor de
prueba F(3, 147)= 10,52 ; p< 0,0001. Los resultados se muestran

en la figura 2a.
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Figura 2a: Distancia en cm recorrida tras el olor de la vainilla y
del olor vainilla+alcohol, en funcion de los diferentes
tratamientos prenatales.

El analisis post-hoc de Duncan de la interaccion de las
variables, revelo diferencias significativas, tanto intra como

inter-grupales.

Comenzando con las diferencias intra-grupo, los sujetos
expuestos prenatalmente a la vainilla (grupo V) recorrieron
una distancia mayor tras el olor de la vainilla en comparaciéon
con las crias del mismo tratamiento prenatal evaluadas con el
olor de la vainilla junto con el alcohol. En cuanto a los sujetos
tratados prenatalmente con vainilla y alcohol (grupo VE), tanto
en la prueba de vainilla como en la de vainilla y alcohol,
recorrieron una distancia similar tras ambos olores. Por otro
lado, los sujetos expuestos a la vainilla y alcohol junto con D-
penicilamina (grupo Dp+VE) evaluados en la prueba de Vainilla

recorrieron mas distancia tras la vainilla que sus “congéneres”
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evaluados con la mezcla de vainilla y alcohol. Por ultimo, el
grupo de sujetos expuestos prenatalmente al agua (grupo A)
recorrio relativamente pocos cm y no mostroé diferencias en la

distancia recorrida en ambas pruebas.

En cuanto a los resultados entre grupos, en el grafico
pueden observarse algunas diferencias que resultaron
significativas. La primera y mas evidente de todas, puede
observarse en la prueba con el olor vainilla (barras blancas).
Todos los grupos cuyos tratamientos prenatales incluyen la
vainilla (grupos V, VE y Dp+VE), recorrieron distancias similares
tras el olor de la misma, pero significativamente mayores que
el grupo tratado con agua (grupo A). En cuanto a la prueba con
el olor de la vainilla y alcohol (barras negras), encontramos que
el grupo VE fue el que mas distancia recorrio tras el olor en
comparacion con el resto de grupos. En esta misma prueba, el
grupo Dp+VE recorrid6 mas centimetros tras el olor que el
grupo A, quedando el grupo V entre ambos grupos y sin

diferenciarse ni del grupo Dp+VE ni del grupo A.

En resumen, todos los sujetos expuestos
prenatalmente a la vainilla, tanto sola como en compuesto con
alcohol, fueron atraidos por su olor cuando fueron evaluados
tras el nacimiento, en comparacion con los sujetos tratados
con agua. Los sujetos expuestos solo a la vainilla no mostraron
atraccion alguna por el olor del compuesto vainilla-alcohol. La
exposicion prenatal conjunta de vainilla y alcohol generé
atraccion tanto al olor de la vainilla como a la mezcla de ambos

olores. Pero cuando esta experiencia prenatal tuvo lugar en
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ausencia de acetaldehido, los sujetos mostraron una clara
atraccion por la vainilla y en menor medida por el compuesto
de vainilla y alcohol. Los sujetos sin experiencia con estas
sustancias no mostraron ninguna atraccion por los olores de

las mismas.

Prueba de consumo al DP 14

El ANOVA indico un efecto significativo de la variable
Tratamiento Prenatal F(3, 28)= 6,65 ; p< 0,005. El analisis post
hoc revel6 que el grupo VE consumidé mas vainilla que el resto
de grupos (p< 0,001 - p< 0,01). Estos datos se muestran en la
figura 2b.
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Figura 2b: Media del consumo de vainilla (ml) en funcion de los
diferentes tratamientos prenatales. Las lineas verticales
representan el error estdndar de la media.
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Prueba de reactividad al sabor al DP 14

Respuestas apetitivas: El analisis de las respuestas
apetitivas durante los siete ensayos indicO un efecto
significativo de la variable Ensayo F(6, 432)= 24.6, p< 0,001, pero
no se observo ni un efecto de la variable Tratamiento prenatal
nila interaccion entre ambas variables. El analisis del efecto de
Ensayo mostré que, independientemente del Tratamiento
prenatal, todos los grupos mostraron mas respuestas
apetitivas ante el agua en el primer ensayo que en el segundo.
Ademas, en el primer ensayo con el sabor de la vainilla se
observan mas respuestas apetitivas que en los siguientes
cuatro ensayos con el sabor. A su vez, las respuestas en el
segundo ensayo con vainilla son mayores con respecto a las de
los siguientes tres ensayos. Las respuestas en estos ultimos
ensayos con el sabor fueron menores y no difirieron
significativamente entre si. Estos datos se muestran en la
figura 2c. Estos resultados indican que, independientemente
de los diferentes tratamientos prenatales, las crias mostraron
respuestas apetitivas como reaccion inicial tanto al sabor del
agua como de la vainilla, respuestas que fueron disminuyendo
en los siguientes ensayos, reflejando un proceso de
habituacion. El grafico que representa estos datos,
contemplando el tratamiento prenatal, se muestra en la figura
2d.
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Respuestas Apetitivas Vainilla (seg)

25 1

20

15 4

10 4

ApAl  ApA2  ApOl1  ApO2  ApO3  ApO4  ApO5

Ensayos

Figura 2c: Media de respuestas apetitivas a la vainilla (seg) en
cada ensayo. Las lineas verticales representan el error estandar
de la media.

Respuestas Apetitivas Vainilla (seg)

25 4

20

15 -

10 +

Tratamiento
Prenatal
-[F Vainilla
-=-VE
-> VE+Dp
@A

ApAl  ApA2  ApO1  ApO2  ApO3  ApO4  ApO5

Ensayos

Figura 2d: Media de respuestas apetitivas a la vainilla (seg) en
funcion de los diferentes tratamientos prenatales. Las lineas
verticales representan el error estdandar de la media.
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Respuestas aversivas: al igual que con las respuestas
apetitivas, solo se encontr6 un efecto significativo de la
variable Ensayo F(6, 432)= 3,50, p< 0,005. El analisis post hoc
indic6 que todos los sujetos mostraron menos reacciones
aversivas en el primer ensayo de agua con respecto al segundo
ensayo. Asimismo, en el primer ensayo con vainilla se
registraron menos reacciones aversivas que en los siguientes 4
ensayos con este sabor. Estos resultados pueden consultarse

en la figura 2f, y los relativos a cada tratamiento, en la figura

2g.

Respuestas Aversivas Vainilla n2
N

AvAl AvA2 AvO1 AvO2 AvO3 AvO4 AvO5

Ensayos

Figura 2f: Media de respuestas aversivas a la vainilla (seg) en
cada ensayo. Las lineas verticales representan el error estandar
de la media.
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Tratamiento
Prenatal

-+ Vainilla
-a-VE

> VE+Dp
@A

Respuestas Aversivas Vanilla (n2)

AvAl AVA2 AvO1 AvO2 AvO3 AvO4 AvO5

Ensayos

Figura 2g: Media de respuestas aversivas a la vainilla en funcion
de los diferentes tratamientos prenatales. Las lineas verticales
representan el error estdndar de la media.

DISCUSION - CONCLUSIONES

Con respecto a los resultados de la prueba de atraccion
por olores al DP 1, estos muestran que la exposicion prenatal
de la vainilla, junto con el alcohol induce no sélo una mayor
atraccion por ese olor en la etapa neonatal, si no que ademas
genera una respuesta de mayor consumo de vainilla en la
etapa infantil, aunque no se observan cambios en la
palatabilidad del sabor. Ademas, la eliminacion del
acetaldehido durante la exposicion prenatal a la vainilla y el
alcohol impidio6 la observacion del mencionado incremento en

las respuestas ante la vainilla.

Como se ha indicado previamente, todos los neonatos

expuestos prenatalmente a la vainilla mostraron una atraccion
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por su olor cuando esta se presentd sola en la prueba. Es
interesante destacar aqui que este efecto se observd también
en sujetos que experimentaron su olory sabor mezclado con el
del alcohol en la etapa prenatal, y también en aquellos que
recibieron el compuesto y la D-penicilamina, es decir, en
ausencia de acetaldehido. Estos resultados confirman los de
estudios previos mostrando que la mera exposicion prenatal a
un olor, en ausencia de reforzadores explicitos, genera una
atraccion por dichos olores, cuando se prueba poco tiempo
después del nacimiento (Gaztanaga et al., 2015; 2017). Esta
atraccion se ha atribuido a un efecto de familiaridad que,
como se ha mostrado en un gran numero de estudios y se ha
comentado en la introduccion de esta tesis, es observable
desde la ontogenia temprana e incluso desde antes del

nacimiento.

Por otra parte, cuando todos los sujetos fueron
evaluados con la mezcla de vainilla y alcohol, solo mostraron
atraccion por este compuesto los sujetos que habian
experimentado ambas sustancias en el utero. La falta de
atraccion por el compuesto en aquellos sujetos expuestos solo
a la vainilla, parece indicar que durante la prueba de atraccion
los neonatos no perciben ambos olores de la misma manera.
Es logico pensar que el alcohol, por su alta volatilidad, resulta
mas saliente en comparacion con la vainilla, cuando la mezcla
se presenta directamente frente al hocico del neonato. Por lo
que las respuestas de atraccion ante la mezcla vainilla-alcohol

podrian ser interpretadas como respuestas mayormente al

130



Experimentos

olor del alcohol. Es decir, que los neonatos expuestos
prenatalmente a la vainilla no serian atraidos por el
compuesto por estar percibiendo principalmente el olor del
alcohol, el cual ha ensombrecido el olor de la vainilla. Ademas,
esta interpretacion encuentra apoyo en la diferencia en la
respuesta de atraccion mostrada por ambos grupos expuestos
prenatalmente al compuesto. El grupo expuesto a la mezcla
alcohol-vainilla muestra una clara atraccion por ambos olores
cuando se presentan por separado, indicando que durante la
exposicion prenatal los fetos si perciben las caracteristicas
quimiosensoriales de ambas sustancias. Asi, estos neonatos
muestran atraccion por la vainilla y, cuando son evaluados
ante la mezcla, estarian mostrando su atraccion por el olor del
alcohol. El grupo expuesto prenatalmente a la mezcla en
ausencia de acetaldehido, al ser evaluado ante la vainilla
también muestra una mayor atraccion por este olor en la
misma medida que los sujetos expuestos solo a la vainilla. Por
lo que se puede deducir que, durante la experiencia prenatal,
el alcohol no parece estar ensombreciendo la percepcion de la
vainilla cuando ambas sustancias se  presentan
simultaneamente. Aunque en menor medida que ante la
vainilla, este mismo grupo mostro cierta atraccion por el olor
de la mezcla de vainilla y alcohol. Si consideramos la falta
atraccion por el olor etilico observada en el Experimento 1y en
estudios previos, en los que la exposicion prenatal al alcohol
ocurrié en ausencia del reforzador, el resultado observado en

este grupo podria indicar que, aunque en la prueba de
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atraccion con el olor de la mezcla, el alcohol parece estar
ensombreciendo al olor de la vainilla, dicho ensombrecimiento
podria no ser completo, por lo que el nivel de atraccion

observado es reflejo de la respuesta a la vainilla.

En resumen, los resultados de la prueba de atraccion
por olores de este experimento muestran que todos los
sujetos expuestos prenatalmente a la vainilla, tanto sola como
en compuesto con alcohol, fueron atraidos por su olor cuando
fueron evaluados tras el nacimiento, en comparacion con los
sujetos tratados con agua. Los sujetos expuestos solo a la
vainilla no mostraron atraccion alguna por el olor del
compuesto vainilla-alcohol. La exposicion prenatal conjunta
de vainilla y alcohol gener6 atraccion tanto al olor de la vainilla
como a la mezcla de ambos olores. Pero cuando esta
experiencia prenatal tuvo lugar en ausencia de acetaldehido,
los sujetos mostraron una clara atracciéon por la vainilla y en
menor medida por el compuesto de vainilla y alcohol. Los
sujetos sin experiencia con estas sustancias no mostraron

ninguna atraccion por los olores de las mismas.

Con respecto a los resultados de la prueba de consumo
y de reaccion al sabor en la infancia, al DP 14, se observo que
los sujetos expuestos prenatalmente a la vainilla junto con el
alcohol consumieron mas vainilla, en comparacion con sujetos
expuestos solo a la vainilla, o expuestos a ambas sustancias
pero en ausencia de acetaldehido, o sin experiencia alguna con
estos sabores. Estos resultados parecen indicar que los sujetos

expuestos a ambas sustancias en el utero asociaron el
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sabor/olor de la vainilla con los efectos reforzantes del
acetaldehido derivado del alcohol, es decir, adquirieron una
respuesta condicionada apetitiva por la vainilla, mostrando un
mayor consumo de este sabor en la infancia. Sin embargo,
esto no se tradujo en una mayor palatabilidad del sabor de la
vainilla por parte de estos sujetos. El hecho de que los
resultados observados en la prueba de consumo no vayan
acompanados de un aumento en la palatabilidad, confirma
que ambas pruebas reflejan procesos diferentes (Berridge,
2000). Resultados similares han sido encontrados en estudios
previos de nuestro laboratorio en los que la familiaridad con
un sabor modifico de forma diferencial el consumo y la
palatabilidad de dicho sabor en crias de 14 dias postnatales
(Diaz-Cenzanoy Chotro, 2010b).

Estos resultados confirman nuestra hipotesis de que el
valor hedonico apetitivo del alcohol se puede transferir a otros
olores y sabores cuando ambos se exponen en el ambiente
prenatal. Es importante destacar que es la primera vez que se
muestra esta posibilidad de asociar el potencial reforzador
apetitivo del alcohol a un sabor/olor no etilico, experimentado
en el utero. Ademas, el aumento de consumo observado en
respuesta a la exposicion de vainilla y alcohol fue anulado por
la administracion prenatal de D-penicilamina, es decir, al
eliminar el acetaldehido derivado del alcohol. Este resultado
confirma nuestra hipotesis de que, en este aprendizaje
prenatal, el reforzador apetitivo que se asocia al sabor/olor

compuesto por la vainilla-alcohol (EC) es el acetaldehido
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derivado de la oxidacion del alcohol (El). Asimismo, este
hallazgo demuestra que la experiencia quimiosensorial
prenatal se retendra y expresara en la infancia como un
aumento en el consumo, solo cuando ésta ocurra en presencia

de un reforzador, en este caso, el acetaldehido.
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EXPERIMENTO 3: MEDICION DE ACETALDEHIDO EN TEJIDO
CEREBRAL MATERNOY FETAL

Tal como se ha comentado, el alcohol se metaboliza por
oxidacion a acetaldehido y éste luego a acetato. El
acetaldehido producido a nivel periférico no cruza la barrera
hematoencefalica a menos que este metabolito se encuentre
en concentraciones relativamente elevadas en sangre
(Tabakoff, Anderson, y Ritzmann, 1976). Aunque inicialmente
se descartaba que hubiera acetaldehido en cerebro por la
ausencia de la enzima alcohol deshidrogenasa; en la década de
los 80 se demostré que el alcohol se oxida a acetaldehido en
este tejido por los sistemas enzimaticos de las catalasas y el
microsomal CYP2E1 (Aragon et al., 1992; Zimatkin et al., 2006).
Estos resultados fueron los que apoyaron en primer lugar la
idea de que los metabolitos del alcohol podrian jugar un papel
en los cambios del comportamiento tras la intoxicacion etilica

(Deng y Deitrich, 2008).

Ademas de los vya mencionados enfoques
experimentales para estudiar si los niveles de acetaldehido en
el cerebro modifican el comportamiento, en un buen nimero
de estudios se utilizaron medidas indirectas, como la
manipulacion de las enzimas oxidantes del alcohol y del
acetaldehido, para evaluar el papel de este metabolito del
alcohol (Zalman Amit, Smith, y Weiss, 1999; Aragoén et al., 1985;
Eriksson, 1985; Redila, Smith, y Amit, 2000; Zimatkin et al.,,

2006). Sin embargo, es notable la escasez de estudios en los
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que se consigue medir de manera exitosa y fiable los niveles de
acetaldehido en el cerebro tras el consumo de alcohol. Son
varios los factores que dificultan la medicion directa de las
concentraciones de este metabolito en tejidos animales; como
las bajas concentraciones, la alta volatilidad, el rapido
metabolismo de la ALDH y la formacion artefactual de
acetaldehido durante el procesamiento de las muestras de
tejido (Eriksson, Hillbom, vy Sovijarvi, 1979; Eriksson,
Saarenmaa, Bykov, v Heino, 2007). Todos estos trabajos han
sido realizados con animales adultos y solo hay un trabajo en el
que se ha podido detectar directamente el acetaldehido en el
cerebro del feto (Mao et al., 2013). Pero, tal como se ha
comentado anteriormente, hay varios estudios en los que se
ha inferido la presencia de acetaldehido en estos tejidos por
medios indirectos, por ejemplo la medicién de la cantidad de
enzimas catalasas presentes en cerebro fetal (Hamby-Mason
etal., 1997).

Para cuantificar de forma fiable compuestos altamente
volatiles, como el acetaldehido, los métodos deben estar
claramente validados. Una de las publicaciones mas recientes
presenta una técnica para medir este metabolito en cerebro
utilizando cromatografia de gases “head-space” vy
espectrometria de masas (GC-MS) (Heit et al., 2016).

OBJETIVOS E HIPOTESIS
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El objetivo de este experimento es detectar y
cuantificar el acetaldehido y el alcohol en el tejido cerebral
materno y de sus fetos al DG 20, tras la administracion i.g. de
alcohol o agua a las madres. Para ello se utilizdé la técnica
descrita en el estudio de Heit y colaboradores (2016). Se espera
detectar alcohol y acetaldehido Unicamente en el tejido

cerebral de los sujetos expuestos al alcohol (madres y fetos).
METODO
Sujetos

Se emplearon 5 hembras prenadas y sus camadas y
fueron distribuidas en un grupo de calibrado, dos

experimentales (alcohol) y dos controles (agua).

Procedimiento

El trabajo con los animales, la obtenciéon vy
procesamiento de las muestras se realizo en el laboratorio de
la Facultad de Psicologia de la UPV en Donostia-San Sebastian.
Se sigui6 de forma estricta y detallada el procedimiento
descrito en el trabajo de Heit y colaboradores (2016). El
desarrollo del método, su aplicacion y el analisis de las
muestras fue realizado en el Servicio Central de Analisis de la
UPV/EHU en el Centro de Investigacion Lascaray en Vitoria-

Gasteiz bajo la supervision de Mamen Sampedro.

Tratamiento Prenatal
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Al DG 20, un grupo de hembras gestantes recibié una
administraciéon i.g. de alcohol (2g/kg) y el otro grupo, una

administracioni.g. de agua.

Obtencion de las muestras

Una hora después de la administracion de las madres,
estas fueron sacrificadas para obtener sus cerebros. Del
mismo modo se les practicé una laparotomia para extraer los
fetos. Estos a su vez, eran extraidos y sacrificados en el
momento para la obtencion del cerebro. Se decidio realizar la
extraccion de estos tejidos 60 minutos tras la administracion
de alcohol en base al unico estudio en el que se detectd
exitosamente acetaldehido en tejido cerebral fetal (Mao et al.,
2013).

Procesamiento de las muestras

Las muestras obtenidas fueron procesadas en el mismo
momento de la extraccibn mediante el siguiente
procedimiento. En primer lugar, las muestras eran pesadas y
posteriormente envueltas en papel de aluminio para ser
congeladas sumergiéndose en nitrégeno liquido. Luego la
muestra era pulverizada mecanicamente y el polvo resultante
se introducia en viales de plastico. A esto, se le anadia un
mililitro de una solucion de acido perclorico (PCA) vy thiourea
(50 ml de PCA 1,7 M + thiourea 40 mM) y posteriormente el
contenido del vial era agitado. Para finalizar, se introducia el
vial en una centrifuga a 16,06 g (13000 rpm) durante cinco

minutos a 4 grados. Una vez terminada la centrifuga, se
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tomaban 300 pL de sobrenadante y se pasaban a otro vial de
20 ml especifico para Head Space. Este ultimo paso se realiza
por duplicado para cada muestra, es decir, dos viales con 300
puL cada uno. Finalmente, las muestras fueron conservadas en

congelador (-200? -8007?)

Medicion por GC-MS - (Condiciones cromatogrdficas y del

espectrometro de masas)

Columnas: para la deteccion de alcohol y acetaldehido
se empled una columna CP-Sil 5 CB 30 x 0.32 (3um) vy helio
como gas portador. El modo de inyeccion fue Split (10:1)
estableciendo una temperatura de 200°C para el inyector. El
flujo fue de 1,5ml/min y el gradiente de temperatura fue el
siguiente: 35°C (3.5 min) a 75°C/min hasta 240°C (3 min). La
temperatura interfase fue de 250°Cy el tiempo de elucion para
compuesto fue de 1,88 min para el acetaldehido y de 2,65 min
para el alcohol. Los demas parametros fueron similares a los
descritos en el articulo en el que nos basamos (Heit et al.,
2016).

Limite de cuantificacion, repetitividad y calibracion

Los limites de cuantificacion del método fueron
estimados inyectando concentraciones decrecientes de
ambos analitos del objeto de estudio (ACH y alcohol) en
patrones en agua y matriz de cerebro. En ambos casos, se
establecio 1,1 uM como la concentracién minima cuantificable

en patrones, con una RSD inferior o igual al 8%.
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Por otro lado también se estudid la repetitividad
inyectando tres muestras idénticas con concentraciones del
limite de cuantificacion (1,13 uM), otras tres con un nivel
intermedio (11,3 uM) y tres mas con un nivel alto (113 uM). Las
RSD obtenidas fueron de 7,8%, 3,.3% y 1,1% en cada nivel para el
acetaldehido, y en el caso del alcohol fueron de 4,6%, 2,2% vy
1,6%.

Estudio de matriz en cerebro

Para el estudio de la linealidad y la cuantificacion, se
prepararon matrices en cerebro de rata con diferentes
concentraciones, comprendidas entre 0,45 y 113 uM. Las
muestras tomadas fueron de 0.16mg de cerebro y a todas se
les aplicoé un patron interno de acetaldehido deuterado (ACH-
D4). Con el acetaldehido se observdo que empleando matriz, el
ibn m/z 29 no se podia cuantificar por debajo de 50 uM con los
extractos de cerebro, sin embargo, empleando el m/z 43 se
lograba mayor sensibilidad. Los limites de cuantificacion
establecidos fueron de 2,5 uM para los dos compuestos. Para la
calibracion, se propuso un intervalo de concentracion entre
2,5-113 uM de acetaldehido y entre 2,4-10868 uM de alcohol en
muestra de cerebro. Las curvas de calibracion fueron
calculadas del mismo modo que el estudio de patrones,
obteniendo en ambos casos coeficientes de correlacion
superiores al 0.996. Se emple6é también una muestra control
en cerebro fortificado con una concentracion de 113 uM de
acetaldehido y 109 uM de alcohol. Se analiz6 dicha muestra a

ciegas, pretendiendo ser una muestra experimental. La
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recuperacion de cada analito vario entre el 84 y 104%
respectivamente. Dicho resultado cumple con los criterios
establecidos (80-120%) en las guias de validacién para

métodos bioanaliticos.

Ademas de lo anterior, se realizaron una serie de
comprobaciones. Por un lado, se hicieron pruebas para
comprobar la estabilidad de las muestras cuando eran
guardadas en nevera. Esto se realizd porque el trabajo se
realiz6 en dos laboratorios distantes y las muestras debian ser
conservadas y posteriormente trasladadas. Al pasar cierta
cantidad de horas entre la extraccion de la muestra vy la
realizacion del analisis, convenia comprobar la pérdida tanto
del alcohol como de acetaldehido de las muestras. Mediante
estas pruebas se pudo comprobar que existia una pérdida de

ambos analitos tras dos dias en nevera y su traslado.

Prueba de Limites de cuantificacion: se realizd para comprobar

limites de cuantificacion en muestra y para realizar
comparaciones entre muestras con diferentes cantidades de
analito. Se hizo una prueba a tres niveles diferentes de
concentracion, pudiendo observarse que entre el primer y el
ultimo nivel de concentracion, la recuperacion de analito de
una muestra era casi de la tercera parte. Con la obtencion de
este dato, se establecio6 el limite de cuantificacion en patrones,
que correspondié con 1,13 uM, ya que las réplicas realizadas
tuvieron una desviacion estandar relativa (RSD) de las areas
inferior al 20 % y es reproducible a los tres niveles de

concentracion.
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Andlisis de datos:

En base a los patrones generados, se realizaron
comparaciones de las medidas en uM obtenidas en el

cromatografo.

Se realizd un ANOVA factorial con las variables
independientes Tratamiento prenatal (Agua, Etanol), Tipo de

muestra (Feto, Madre) y la variable dependiente pumolEtanol/g.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos senalan que no se detecto
acetaldehido en ninguna de las muestras analizadas. Por lo
que se deduce que, de haber acetaldehido en alguna muestra,

en ninguno de los casos se supero6 el umbral de deteccion.

En el caso del alcohol, El ANOVA realizado encontré un
efecto significativo de la variable Tratamiento prenatal F(1,
47)= 103,94 ; p<0.0001, de la variable Tipo de muestra F(1, 47)=
30,36 ; p<0.0001 y de la interaccion entre ambas variables F(1,
47)= 30,36 ; p< 0.0001. Como era de esperar, solo se detecto
esta sustancia en las muestras de sujetos tratados con alcohol
(madres y fetos), mientras que en las muestras de los sujetos
controles que habian recibido agua, la deteccion fue negativa.
Ademas, se detectaron cantidades significativamente
superiores de alcohol en las muestras de cerebro fetal que en

las de sus correspondientes madres p<0.0001.
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Figura 3: uM de alcohol por gramo obtenidas en las muestras de
tejido cerebral materno vy fetal en funcion de la administracion

i.g. de agua o alcohol a la madre gestante al DG 20.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La falta de deteccion del acetaldehido en las muestras
de tejido cerebral materno y fetal puede deberse a diferentes
razones. Una de ellas es que las muestras fueron tomadas a
partir de cerebro completo homogeneizado, en lugar de
estructuras cerebrales concretas en las que el acetaldehido se
produciria en mayor medida (por mayor concentracion de
catalasas) y por lo tanto las muestras de solo ese tejido
contendrian mayor concentracion del metabolito del alcohol
(Moreno, Mugnaini, y Cerd, 1995; Zimatkin y Lindros, 1996;

Sanchis y colaboradores, 2005).

Otra posible causa es el lapso transcurrido entre la

extraccion de las muestras y su analisis (la extraccion se hacia
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por la tarde en un laboratorio y el analisis a la manana
siguiente en otro laboratorio). Como se ha descrito, por ese
intervalo de tiempo, por el traslado y el inevitable cambio en
las condiciones de conservacion, no se descarta cierta pérdida
de las sustancias a medir, tanto alcohol como su metabolito. Al
ser el acetaldehido mas volatil y encontrarse en menores
concentraciones que el alcohol, logicamente se puede inferir
que esta pérdida afectd en mayor medida a los niveles
detectables de acetaldehido, ya que el alcohol se consiguid
detectar. Por ultimo, la técnica seleccionada para detectar el
acetaldehido tal vez no es la mas sensible para detectar las
cantidades tan reducidas de acetaldehido que se encuentran
en este tejido. De hecho, en el unico estudio en el que se
detecto acetaldehido en cerebro fetal utilizaron otra técnica,
cromatografia liquida. Por lo que en futuros experimentos con
el objetivo de detectar y medir este metabolito del alcohol, se

deberan tener en cuenta todos estos factores mencionados.

De todos modos, los resultados obtenidos en la
medicion de alcohol en el tejido cerebral han confirmado lo
que se ha reportado en estudios previos. Esto es, que a los 60
minutos después de la administracion i.g. de alcohol a la
madre gestante, la concentracion de alcohol en los tejidos
fetales/liquido amniético es mayor que en los de la madre
(Guerri y Sanchis, 1985; Nava-Ocampo et al., 2004). Este dato
junto con los resultados de estudios que indican que la
cantidad de catalasas en cerebro fetal es superior a la de los

adultos (Hamby-Mason, 1997), nos permite deducir que el
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acetaldehido esta presente en el cerebro fetal cuando la

madre ingiere alcohol.
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EXPERIMENTO 4: EFECTO DE LA EXPOSICION PRENATAL A
UN ESTIMULO QUIMIOSENSORIAL SOBRE SU
CONDICIONAMIENTO EN LA INFANCIA

Como se observd en el experimento 2, los sujetos
expuestos prenatalmente a la vainilla en ausencia de
reforzamiento (Grupo V), no modificaron su respuesta ante
este olor en la etapa infantil, ni en la prueba de consumo ni en
la de reaccion al sabor. Tal como se ha comentado
anteriormente, este resultado ha sido descrito previamente en

estudios de este y otros laboratorios (Gaztafhaga et al., 2015).

Esta ausencia de respuesta ha sido generalmente
interpretada como un problema de retencién de la memoria
prenatal en relacion al sabor experimentado en el utero. Sin
embargo, cabria la posibilidad que no se tratara de un
problema de retencion sino mas bien de expresion. Es decir,
que tal vez este cambio en la respuesta no se detecta
facilmente de forma directa con ese tipo de pruebas, pero en
cambio si se puede detectar de forma indirecta a través de
otros indicadores. Por ejemplo, una forma de evaluar la
retencion de la memoria prenatal es a través de su potencial
interferencia con aprendizajes postnatales en las que participe
ese mismo olor/sabor como EC. En base a los resultados de
estudios previos en los que se analizaron los efectos de la
preexposicion a estimulos sobre el condicionamiento en crias

de rata, esta interferencia puede ser tanto una facilitacion
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como en un retraso del aprendizaje --inhibicion latente--
(Chotroy Alonso, 1999, 2001; Gaztanaga et al., 2015).

OBJETIVOS Y HIPOTESIS

El objetivo de este experimento es el de investigar si la
exposicion prenatal a la vainilla, tanto sola como en compania
de un reforzador, interfiere en el condicionamiento de este
sabor en la infancia de la rata. Para asegurar que haya margen
para observar un cambio en el condicionamiento postnatal
(facilitacion o retraso), se emple6 un El aversivo relativamente
débil (LiCl 0,15M). Ademas, la intensidad de este El responde a
las recomendaciones del comité de ética para Ila

experimentacion con crias de rata.

En base a estudios previos, se plantearon las siguientes
hipotesis: 1) que la exposicion prenatal a la vainilla junto con el
alcohol, al inducir una preferencia condicionada prenatal,
impedira o retrasara la adquisicion postnatal de una aversion
condicionada por el sabor de la vainilla
(contracondicionamiento) y 2) que la exposicion prenatal solo
a la vainilla inducira una facilitacion del condicionamiento

postnatal.
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METODO
Sujetos

Se emplearon un total de 60 crias provenientes de 15

camadas.
Procedimiento

Tratamiento Prenatal:

Cada manana de los DG 17 a 20, las hembras gestantes
recibieron una administracion i.g. de la sustancia

correspondiente: agua, vainilla o vainilla junto con alcohol.

Condicionamiento y evaluacion postnatal de las crias:

Esta fase consistido en dos dias de condicionamiento
(DP 12 y DP 13) seguidos de una prueba al DP 14. En las dos
sesiones de condicionamiento las crias recibieron la infusion
intraoral de vainilla (EC) seguida inmediatamente por una
inyeccion i.p. de la sustancia correspondiente a su grupo
experimental (salina o LiCl). En la prueba, se evalué el consumo

de vainilla de todas las crias.

Diseno experimental:

En base a los tres Tratamientos prenatales (agua, A,
vainilla, V o vainilla + alcohol, VE) y la sustancia administrada
durante el condicionamiento (salina, NC o LiCl, C), en total

hubo 6 grupos experimentales (ver tabla 3).
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Condicionamiento

No-
Condicionado
condicionado
(C)
(NC)
agua (A) A-NC (n=10) A-C (n=10)
Tratamiento | vainilla (V) V-NC(n=10) V-C (n=10)
prenatal
vainilla +
VE-NC (n=10) VE-C (n=10)
alcohol (VE)

Andlisis de datos:

Los datos de consumo fueron analizados primero con
un ANOVA general de medidas repetidas con las variables
independientes Tratamiento prenatal y Condicionamiento, y
como medida repetida el consumo de vainilla durante los tres
dias (2 ensayos de condicionamiento y la prueba). Como
variable dependiente, los ml de vainilla consumidos por cada
sujeto. También se analiz6 el consumo de vainilla con ANOVAs
factoriales para cada dia. Las interacciones entre variables
fueron analizadas con la prueba post hoc de Duncan. También
se realizaron comparaciones planeadas entre los grupos de

interés (prueba de Fisher).
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RESULTADOS

El ANOVA con los datos de los 6 grupos durante los 3
ensayos indicd un efecto significativo de la variable Ensayo,
F(2,108)= 27,55, p< 0,001. El analisis de este efecto indica que
todos los grupos incrementaron significativamente su
consumo de un dia al otro. Este efecto se explica por el

desarrollo de los sujetos que al aumentar su tamano también

g} Tratamiento Prenatal

y Condicionamiento
0,8

—a-A-C
o8 -3-A-NC
-*-V-C

04 -0-V-NC

Consumo de Vainilla (ml)

—-VE-C

02 - VE-NC

C1 c2 Test

Ensayos

aumenta su capacidad de consumo de liquidos.

Figura 4: Media del consumo en ml de vainilla en funcion del
tratamiento prenatal (A, V o VE) y del condicionamiento
postnatal (C y NC). Las lineas verticales representan el error
estdndar de la media.
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Ademas, el ANOVA indicé interacciones del
Tratamiento prenatal x Ensayo, F(4,108)= 2,64, p< 0,05 y de
Condicionamiento x Ensayo, F(2,108)= 4,64, p< 0,05. El analisis
de estas interacciones mostro por un lado que el grupo con
tratamiento  prenatal VE, independientemente del
condicionamiento, consumié menos vainilla que el grupo V en
el segundo ensayo, y por otro, que independientemente del
tratamiento prenatal, los grupos condicionados consumieron
significativamente menos vainilla que los no condicionados el

dia de la Prueba.

En base a los objetivos e hipotesis de este estudio, se
hicieron comparaciones planeadas entre los principales
grupos de interés el dia de la Prueba. Asi, se observo que en la
Prueba no hubo diferencias en el consumo entre los grupos A-
C y A-NC F(1, 54)= 0,68, p= 0,41, mientras que el grupo V-C
consumié menos vainilla que su control V-NC F(1, 54)= 4,71, p<
0,05y el grupo VE-C consumié menos que el grupo VE-NC F(1,
54)= 9,30, p< 0,01. Es decir, que los sujetos expuestos
prenatalmente al agua no adquirieron una aversion
condicionada hacia la vainilla, mientras que los sujetos
expuestos a este sabor, tanto solo como junto con el alcohol,
mostraron una aversion condicionada después de 2 ensayos

de condicionamiento.
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DISCUSION y CONCLUSIONES

Los resultados de este experimento apoyan solo en
parte las hipotesis planteadas, que la exposicion prenatal a la
vainilla facilita el condicionamiento postnatal de este sabor.
Sin embargo, no se observo el retraso en el condicionamiento
esperado en el caso de los sujetos expuestos a la vainilla junto
con el alcohol, es decir aquellos sujetos que supuestamente
adquirieron una preferencia condicionada prenatal (como en

el Experimento 2).

Otro resultado inesperado fue el de la falta de aversion
condicionada en los sujetos sin exposicion prenatal a la
vainilla. Esta falta de condicionamiento en el grupo expuesto
prenatalmente al agua, aunque inesperado, no es demasiado
sorprendente. En la literatura cientifica relacionada con el
aprendizaje asociativo en crias ha sido demostrado que éstas
presentan mas dificultades para adquirir un condicionamiento
aversivo que los sujetos adultos y muchas veces, para llegar al
mismo nivel de condicionamiento, con las crias se necesita
mas ensayos de condicionamiento o un El mas intenso (Alonso
y Chotro, 2004). De hecho, este déficit se ha descrito
principalmente en estudios en los que se ha usado un El de
baja intensidad (Arias y Chotro, 2006; Gaztanaga, et al., 2015);
por lo que se podria especular que estos sujetos hubieran
mostrado una aversion hacia la vainilla de haberse incluido
mas ensayos de condicionamiento o si se hubiese usado una
concentracion mayor de LiCl. Tal como se comentd

anteriormente, la razén para no incluir una dosis mayor de LiCl
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(0,3 M), tal como se utiliza en adultos, esta relacionada con las

recomendaciones para el bienestar de los animales.

El hecho de que se observe este condicionamiento en
los grupos expuestos a la vainilla indica claramente que la
experiencia prenatal con este sabor facilito el
condicionamiento aversivo del mismo. Este resultado coincide
con el de estudios previos en los que se encontrd en crias de
rata de similar edad a las usadas en este estudio, una
facilitacion de la aversion condicionada al sabor por la
preexposicion a los sabores a ser condicionados (Chotro vy
Alonso, 1999, 2001, 2003). Hay que destacar que este efecto de
facilitacion se reportdé en aquellos casos en los que no se
observaba condicionamiento o cuando la respuesta
condicionada era débil (Gaztanaga et al., 2014; Hoffmann y
Spear, 1989). La facilitacion de la aversion condicionada al
sabor por preexposicion al EC se ha descrito
fundamentalmente en «crias, va que con adultos Ia
preexposicion produce inhibicion latente. Sin embargo, en un
estudio con ratas adultas se encontrd que la preexposicion al
EC producia una facilitacion de una preferencia condicionada
cuando el EC inicialmente no era apetecible (Morillas, Gonzalez
y Hall, 2018). También en otro estudio se describido una
facilitacion de la aversion condicionada en ratas adultas
(Bennett, Tremain, y Mackintosh, 1996). En ese estudio, el
efecto beneficioso de la preexposicion se observé cuando el
EC era un estimulo complejo y se presento durante un periodo

relativamente breve durante el condicionamiento, lo que
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ayuddé a su completo procesamiento y por ende a su
condicionamiento. En el caso de las crias, se piensa que la
preexposicion al EC facilita el condicionamiento, ya sea por su
inmadurez sensorial o por las estrategias de procesamiento
diferentes a las de los adultos (configural vs. elemental)
(Alonsoy Chotro, 2004; Gaztahaga et al., 2014).

En el caso de la exposicion prenatal a la vainilla junto
con el alcohol, la hipotesis planteada era que, al haber
adquirido una preferencia condicionada prenatal a la vainilla,
esta iba a competir o interferir con la adquisicion de una
aversion al mismo sabor. Sin embargo no se observé un
retraso en el condicionamiento si no el resultado opuesto, una
facilitacion de la aversion a la vainilla. El hecho de que en este
caso no se haya manifestado el mayor consumo de vainilla por
su exposicion prenatal junto con el alcohol se puede explicar
por dos razones. La primera es que la evaluacion del consumo
de vainilla se realizé por primera vez al DP 12, cuando las crias
no tienen aun bien desarrollada su capacidad de regular
(tragar o rechazar) el consumo de sustancias infundidas
intraoralmente, cuando no interviene la succiéon (Kozlov,
Petrov, Kashinsky, Nizhnikov, y Spear, 2003). Generalmente las
pruebas de consumo en la infancia se realizan a partir del DP
14. En este estudio, sin embargo, al DP 14 el consumo de las
crias expuestas prenatalmente a la vainilla y el alcohol fue
relativamente elevado y similar en magnitud a lo observado en
la prueba del experimento 2. Sin embargo, no es posible

comparar este consumo con el de los controles, en las mismas
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condiciones que en el experimento anterior, ya que estos han
tenido dos exposiciones previas a la vainilla y su consumo al DP
14 es relativamente mas elevado por un esperable efecto de
familiaridad o habituacion a la neofobia. No obstante, la
facilitacion del condicionamiento observada en este grupo es
similar a la obtenida en el grupo expuesto prenatalmente solo
a la vainilla. Este resultado concuerda con el de los estudios
antes citados y apovya la explicacion de los mismos: mientras
no haya un condicionamiento completo, la preexposicion al EC
solo facilitara la adquisicion del aprendizaje (Chotro y Alonso,
2001). Es decir, que en crias de rata no se observara el efecto de
inhibicion latente --o de contracondicionamiento--- mientras
haya un correcto procesamiento del EC y como consecuencia

la completa adquisicion de una respuesta condicionada.
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EXPERIMENTO 5: EFECTO DE LA EXPOSICION PRENATAL AL
ALCOHOL SOBRE SU CAPACIDAD PARA ACTUAR COMO
ESTIMULO INCONDICIONADO EN LA INFANCIA

En varios paradigmas de condicionamiento clasico o
Pavloviano, se ha demostrado un retraso del aprendizaje por la
exposicion previa a alguno de los estimulos que participan en
el condicionamiento. Por un lado, la preexposicion al EC induce
inhibicion latente, que se manifiesta como un retraso del
condicionamiento, y algo similar ocurre con el “efecto de
preexposicion al EI". Este ultimo efecto se ha demostrado
principalmente en preparaciones de aversion al sabor en ratas
adultas (Randich y LoLordo, 1979). Aunque también existen
unos pocos trabajos con crias de rata en los que se ha
encontrado efecto de preexposicion al El (Stefania Castello,
Bobbio, Orellana, y Arias, 2012; Revillo, Arias, y Spear, 2013).
Una explicacion de este efecto es que durante la preexposicion
ocurre una asociacion entre el El y el contexto, asociacion que
interfiere en una nueva asociacion a través del fendmeno del
“bloqueo”, impidiendo que ese mismo El se asocie con otro EC,
cuando estos estimulos se presentan en el contexto original.
Esta hipotesis del bloqueo contextual, explicando el efecto de
preexposicion al El en la aversion condicionada al sabor, ha
obtenido apoyo empirico en ratas adultas (Riley y Simpson,
2001). Sin embargo, existen otros estudios realizados con crias
de rata, cuyos resultados no apoyan la explicacion del blogqueo

contextual y que aportan explicaciones alternativas
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relacionadas con fendbmenos de aprendizaje no asociativo, tal
como tolerancia y la habituacion al El (Stefania Castello et al.,
2012; Revillo et al., 2013).

En todos estos trabajos mencionados en el parrafo
anterior, se utilizé el LiCl como El. Pero también hay algunos
estudios en los que se ha encontrado que la preexposicion al
alcohol en ratas adultas puede atenuar los efectos aversivos
del alcohol en una aversion condicionada al sabor inducida por
esta droga (Barker y Johns, 1978; Bermany Cannon, 1974; Diaz-
Granados y Graham, 2007; Sherrill, Berthold, Koss, Juraska, y
Gulley, 2011). En algunos de estos trabajos se atribuy6 esta
atenuacion al efecto de preexposicion al El, mientras que en

otros a varios efectos neuroquimicos del alcohol.

En cuanto a la ontogenia temprana, no existen trabajos
que estudien explicitamente el efecto de preexposicion al El
con alcohol. Pero hay datos de estudios con exposicion
prenatal al alcohol y condicionamiento postnatal con el
alcohol como reforzador. En uno de ellos se encontré que la
exposicion prenatal al alcohol generaba una sensibilizacion a
las propiedades reforzantes apetitivas de la droga, induciendo
un aumento en la respuesta condicionada a un pezon artificial,
tras haber sido emparejado con dosis bajas de esta droga
(Nizhnikov, Molina, Varlinskaya, y Spear, 2006). Sin embargo,
por las dosis relativamente bajas empleadas, en dicho estudio
no se pudo comprobar si la exposicion prenatal al alcohol
modificaba su capacidad de actuar como El aversivo. Por el

contrario, en otros dos trabajos se encontré que la exposicion
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prenatal al alcohol atenuaba la respuesta de aversion
condicionada, facilitando la extincion de la misma, cuando el
alcohol actuaba tanto como EC como El (Arias y Chotro, 2006;
Chotro et al., 2009). En estos ultimos dos trabajos, la aversion
se generaba con la administracion intragastrica de una dosis
relativamente alta de alcohol (3 g/kg) a las crias en el DP 10.
Este procedimiento ha sido demostrado que induce una
aversion al sabor y olor del alcohol, tras asociacion de las
claves quimiosensoriales etilicas (el EC), a través de la fraccion
no metabolizada del alcohol eliminada por via respiratoria, con
sus efectos farmacologicos aversivos (el El). Esta asociacion
resulta en una aversion condicionada al sabor y olor del
alcohol tras solo un ensayo de intoxicacion (Molina, Chotro, y
Spear, 1989). Sin embargo, de estos resultados no se puede
discernir si la mencionada atenuacion de la respuesta
condicionada postnatal al alcohol, por su exposicion prenatal,
se debe a un efecto de inhibicion latente por la exposicion
prenatal al sabor del alcohol (EC) o a un efecto de
preexposicion al El, o a la suma de ambos efectos de
preexposicion. En otras palabras, de esos estudios no se puede
inferir que la exposicion prenatal al alcohol altera las
propiedades reforzantes del mismo, y por ende su capacidad
de actuar como El en una aversion condicionada al sabor.
Considerando que en el estudio de Nizhnikov et al (2006) la
exposicion prenatal indujo una sensibilizacion a los efectos
incondicionales de dosis bajas de alcohol, mientras que en los

siguientes dos estudios mencionados, se observd una
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atenuacion del condicionamiento usando dosis elevadas de
alcohol, en el presente experimento se propuso analizar en

conjunto estos resultados, aparentemente contradictorios.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo del presente experimento fue investigar si la
exposicion prenatal al alcohol modifica su capacidad de actuar
en la infancia como ElI aversivo, al ser emparejado
postnatalmente con un sabor no etilico (sacarina); y si este
resultado es dependiente de la intensidad de la dosis de

alcohol empleada.

La hipotesis de trabajo es que la exposicion prenatal al
alcohol reducira la capacidad de esta droga de actuar como El
aversivo cuando se usa una dosis relativamente alta en el
condicionamiento (3 g/kg). Asi, en los sujetos que han tenido
una exposicion prenatal al El, el condicionamiento del EC se
vera retrasado o atenuado cuando se empareje con un El de
alta intensidad, es decir una dosis aversiva de alcohol (3 g/kg),
en comparacion con el grupo que no ha tenido experiencia
previa con el El. Por otra parte, en base a los resultados
mencionados anteriormente, se espera que los sujetos
expuestos prenatalmente al alcohol muestren una
sensibilizacion a sus efectos aversivos con dosis relativamente
bajas (El de baja intensidad). Es decir, que muestren una mayor
respuesta condicionada cuando se usa una dosis

relativamente baja de alcohol (1 g/kg), en comparacién con los
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sujetos expuestos prenatalmente al agua. En otras palabras,
con una dosis alta de alcohol se condicionaran mejor los
sujetos sin experiencia prenatal con la droga, mientras que con
una dosis baja, se condicionaran mas facilmente aquellos
sujetos sensibilizados a los efectos del alcohol por su

exposicion prenatal con alcohol.

METODO
Sujetos

Se emplearon un total de 52 crias provenientes de 8
camadas. Teniendo en cuenta los tratamientos prenatales
(administracién de agua o alcohol) y el El utilizado durante el
condicionamiento (salina, alcohol 1 g/kg, o alcohol 3 g/kg), en

total hubo 6 grupos experimentales (ver tabla 3).

Condicionamiento

sacarina sacarina + sacarina +
+salina alcohol 1 g/kg | alcohol 3 g/kg
(Sal) (ET) (E3)

A-Sal
agua (A) A-E1 (n=8) A-E3 (n=8)
(n=8)

alcohol E-Sal

© (n=8) E-E1 (n=10) E-E3 (n=10)

Tratamiento
prenatal
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Procedimiento

Tratamiento Prenatal:

Cada manana de los DG 17 a 20, las hembras gestantes
recibieron una administracion i.g. de la sustancia

correspondiente: agua o alcohol.

Condicionamiento y evaluacion postnatal de las crias:

La evaluacion postnatal consistio en dos sesiones de
condicionamiento (DP 14y DP 15) y una prueba (DP 16). En las
sesiones de condicionamiento las crias recibieron la infusion
intraoral de sacarina (EC) seguida inmediatamente después
por una inyeccion i.p. del El correspondiente a su grupo
experimental (salina, 1 g/kg de alcohol, o 3 g/kg de alcohol). En

la prueba, se evalud el consumo de sacarina de todas las crias.

Andlisis de datos:

Los datos de consumo fueron analizados primero con
un ANOVA general de medidas repetidas con las variables
independientes Tratamiento prenatal y Condicionamiento, y
como medida repetida el consumo de sacarina durante los tres
dias (2 ensayos de condicionamiento y la prueba). Como
variable dependiente, los ml de sacarina consumidos por cada
sujeto. También se analizd el consumo de sacarina con
ANOVAs factoriales para cada dia. Las interacciones positivas

entre variables fueron analizadas con la prueba post hoc de
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Duncan. También se realizaron comparaciones planeadas

entre los grupos de interés (prueba de Fisher).

RESULTADOS

Como se puede ver en el grafico 5a, las crias con
exposicion prenatal al agua mostraron una clara aversion a la
sacarina tras solo un ensayo de condicionamiento con ambas
dosis de alcohol, es decir, independientemente de Ila
intensidad del El.

Tratamiento Prenatal: AGUA

14
Dosis de etanol al
12 <} % condicionamiento

<08
08 |
1 1g
06 |

-e-3g
0,4 -

02 -

Consumo de Sacarina (ml)

Cc1 Cc2 Test
Ensayos

Figura 5a: Media del consumo en ml de sacarina del grupo
prenatalmente tratado con agua en funcion del
condicionamiento postnatal (0 g/Rg; 1 g/Rg; 3g/Rg de etanol).
Las lineas verticales representan el error estdndar de la media.

Por otra parte, tal como se aprecia en el grafico 5b, el
grupo de crias expuestas prenatalmente al alcohol mostro

aversion hacia la sacarina tras un ensayo de condicionamiento
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con el El de mas intensidad (3 g/kg). Sin embargo, cuando se
us6 el El de menor intensidad (1 g/kg) no se observo una

aversion ni con uno ni con dos ensayos de condicionamiento.

Tratamiento Prenatal: ETANOL

14 4

x Dosis de etanol al
AP L i condicionamiento

1 é_ =" E ---- 08
08 -
F+1g
0,6 -

--3g

12 -

04 -

Consumo de Sacarina (ml)

02

c1 Cc2 Test
Ensayos

Figura 5b: Media del consumo en ml de sacarina del grupo
prenatalmente tratado con etanol en funcion del
condicionamiento postnatal (0 g/Rg; 1 g/Rg; 3g/kRg de etanol).
Las lineas verticales representan el error estandar de la media.

Esta interpretacion descriptiva de los resultados se ve
respaldada por los resultados de los diferentes analisis de
datos. Asi, el ANOVA general indicé un efecto significativo de
las variables Tratamiento Prenatal F(1,46)= 14,72, p< 0,001 vy
Condicionamiento (F(2,46)= 17,95, p< 0,001, asi como la
interaccion Condicionamiento x Ensayo F(4,92)= 6,61 p< 0,001.
Para analizar esta interaccion se realizaron ANOVAs separados
para cada Ensayo. estos indicaron que, mientras el consumo

de sacarina durante el primer ensayo no difiri6 entre los
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diferentes grupos, si se vieron diferencias al segundo ensayo

de condicionamientoy en la Prueba.

Durante el segundo ensayo (C2) se observaron efectos
significativos de la variable Condicionamiento F(2,52)= 19,83,
p< 0,0001, y Tratamiento prenatal F(1,52)= 28,44, p< 0,0001, asi
como la interaccion entre ambas variables F(2,52)= 3,73, p«
0,05. Por ultimo el analisis del consumo de sacarina el dia de la
Prueba indic6é un efecto significativo de Tratamiento prenatal
F(1,46)= 4,50, p< 0,05 yv Condicionamiento F(2,46)= 19,16, p«
0,001, pero no hubo interaccidon entre ambos factores. Las
pruebas posthoc revelaron que en el ensayo C2, es decir tras
un condicionamiento, dentro del grupo expuesto
prenatalmente al agua, los sujetos condicionados tanto con la
dosis de 1 g/kg (A-E1) como con la de 3 g/kg (A-E3)
consumieron significativamente menos sacarina que el grupo
control no condicionado (A-Sal), aunque ambos grupos
condicionados no difirieron entre si (A-E1y A-E3). Es decir, que
con este tratamiento prenatal se observd una aversion
condicionada tras solo un ensayo con ambas dosis de alcohol.
Por otra parte, entre los sujetos con tratamiento prenatal al
alcohol, solo los condicionados con la dosis mayor (E-E3)
consumieron significativamente menos que los controles no
condicionados (E-Sal), y el consumo de los condicionados con
la dosis menor no difirid ni de uno ni de otro. Cuando se
compar6 entre tratamientos prenatales, las pruebas post hoc
revelaron una mayor aversion a la sacarina en el grupo

expuesto prenatalmente al agua. Es decir, el grupo A-E1
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consumié menos sacarina que el E-E1y, sobre todo el grupo A-
E3 consumio significativamente menos sacarina que el grupo
E-E3. Estos resultados se pueden interpretar como una
atenuacion de la aversion condicionada tras un ensayo de
intoxicacion con alcohol, por la exposicion prenatal a los

efectos incondicionados de la droga.

El analisis de los datos de la Prueba, tras dos ensayos de
condicionamiento, indicaron un efecto significativo del
Tratamiento prenatal F(1,46)= 4,50, p< 0,05 vy del
Condicionamiento F(2,46)= 19,16, p< 0,001, mientras que no
hubo interaccion entre ambas variables. Los analisis posthoc
de estos efectos muestran que los grupos tratados
prenatalmente con agua consumieron menos sacarina que los
expuestos al alcohol. Por otra parte, el analisis del efecto de
Condicionamiento indicoé que solo el grupo condicionado con
la mayor dosis difirid6 del grupo no condicionado,

independientemente del tratamiento prenatal.

Ademas, se realizaron comparaciones planeadas entre
los principales grupos de interés: en la Prueba, los grupos A-E1
vy A-E3 consumieron significativamente menos sacarina que el
grupo control A-Sal. Ademas, el grupo A-E3 consumio
significativamente menos que el grupo A-E1. Es decir, que tras
dos ensayos de condicionamiento, los sujetos expuestos
prenatalmente al agua muestran una clara aversion hacia la
sacarina, aunque esta es de mayor magnitud en el grupo
condicionado con el El de mayor intensidad. En el grupo

tratado prenatalmente con alcohol, el consumo en la prueba
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fue similar al observado en el C2, es decir, solo el grupo E-E3
mostré una aversion significativa con respecto al grupo
control E-Sal. Ademas, el grupo A-E3 mostr6 una mayor

aversion en la Prueba que el grupo E-E3.

Por ultimo, mediante la t-de student se pudo
comprobar que mientras el consumo de los sujetos del grupo
A-E3 no difirid entre el ensayo C2 vy la Prueba, los sujetos del
grupo E-E3 mostraron una mayor aversion a la sacarina en la
Prueba que en el C2, es decir, tras dos ensayos de

condicionamiento con el El de mayor intensidad.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados de este experimento muestran que la
exposicion prenatal al alcohol afecta a la adquisicion de un
aprendizaje aversivo postnatal cuando el alcohol actia como
El. Asi, se observdé que sujetos sin experiencia prenatal con
alcohol adquirieron rapidamente una aversion condicionada
con solo un ensayo de condicionamiento. Este
condicionamiento se vio atenuado en los sujetos expuestos
prenatalmente al alcohol, ya que solo lo adquirieron aquellos
sujetos condicionados con el El de mayor intensidad vy
precisaron de dos ensayos de condicionamiento para mostrar
una aversion similar en magnitud a la de los sujetos no
expuestos al alcohol en el utero. Es decir, la exposicion
prenatal al alcohol impidi6 el condicionamiento postnatal con
la dosis mas baja de alcohol y con la dosis mayor, este

condicionamiento se vio debilitado.
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Estos resultados corroboran que el alcohol tanto en
dosis relativamente altas como bajas (1-3 g/kg) es un estimulo
incondicionado efectivo para generar aversiones
condicionadas a sabores neutros en crias de rata con tan solo
un ensayo de condicionamiento. Esto resulta de interés ya que
el alcohol en dosis bajas es una droga de rapida eliminacion y
relativamente menos toxica que el LiCl, el agente empleado

cominmente como El tanto en adultos como en crias.

Pero en relacion a los objetivos de este experimento, los
resultados apoyan parte de la hipoétesis planteada, aquella
referida al efecto de preexposicion al El observado por la
exposicion prenatal al alcohol cuando el El durante el
condicionamiento es de alta intensidad (dosis de 3 g/kg). Sin
embargo, los resultados de los grupos condicionados con el El
de menor intensidad (dosis de 1 g/kg) no apoyaron la hipotesis
referida a la sensibilizacion a los efectos incondicionados del
alcohol por exposicion a dosis bajas. Es decir, los sujetos
expuestos prenatalmente al alcohol no sélo no se
condicionaron mas facilmente que los no expuestos a la droga,
si no que no mostraron aversion alguna. Estos ultimos
resultados no coinciden con aquellos en los que se basaba la
hipotesis, es decir, aquellos en los que se observd una
sensibilizacion a los efectos reforzantes del alcohol en dosis
bajas tras su exposicion prenatal (Nizhnikov et al., 2006). Sin
embargo hay que tener en cuenta que en aquel estudio
durante el condicionamiento se usaron dosis mas bajas de

alcohol (0,25; 0,5 yv 0,75 g/kg) y que se observd que tenian
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efectos reforzantes apetitivos en lugar de aversivos. Ademas,
Nizhnikov y colaboradores (2006) realizaron sus estudios en
crias neonatas, por lo que no se descarta que la diferencia en
los resultados obtenidos se deba a alguna de estas diferencias

metodologicas.

Por otra parte, los resultados encontrados con el
condicionamiento con el El de mayor intensidad son acordes
con los de estudios previos en este laboratorio. Tal como se ha
comentado en la introduccion de este experimento, la
exposicion prenatal al alcohol se ha visto que atenua la
respuesta de aversion condicionada, facilitando la extincion de
la misma, cuando el alcohol actia como EC y como El (Arias y
Chotro, 2006; Chotro et al., 2009). Por lo tanto, se puede
concluir que la exposicion prenatal a los efectos
incondicionados del alcohol (El) interfiere en la subsecuente
adquisicion de una aversion condicionada en la etapa

postnatal, mediante el efecto de preexposicion al El.

Es la primera vez que se demuestra el efecto de
preexposicion al El en la etapa prenatal y con crias de una edad
tan temprana durante el condicionamiento. Es interesante
destacar también que este efecto se ha observado a pesar del
gran cambio de contexto que ha ocurrido entre la fase de
preexposicion al El en el ambiente prenatal, y la fase de
condicionamiento en el ambiente postnatal. Esto parece
descartar el fendmeno de bloqueo como mecanismo
explicativo del efecto de preexposicion al El, al menos en crias

de rata, y apoyaria las explicaciones alternativas relacionadas
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con fendbmenos de aprendizaje no asociativo, tal como
tolerancia y la habituacion al El propuestas en otros estudios
realizados en la temprana ontogenia (Stefania Castello et al.,
2012; Revillo et al., 2013). De hecho, hay estudios mostrando el
desarrollo de tolerancia a los efectos incondicionados del

alcohol en crias de rata (Castello, Revillo, Molina, y Arias, 2015).
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El objetivo general de esta tesis fue el de analizar las
consecuencias de la experiencia prenatal con las propiedades
quimiosensoriales y/o farmacologicas del etanol sobre la
respuesta postnatal al sabor y olor etilicos, a sus propiedades
incondicionales, o a otros estimulos quimiosensoriales
experimentados de forma conjunta con el etanol. Mas
especificamente, el primer experimento fue disenado para
investigar como afecta la intensidad de la experiencia prenatal
con las propiedades quimiosensoriales del etanol, en ausencia
de reforzamiento, a la atracciéon por el olor etilico en neonatos
y al consumo vy la palatabilidad del etanol en la infancia. En el
segundo experimento se investigd la posibilidad de que se
pueda transferir el valor hedonico apetitivo del etanol a otro
estimulo quimiosensorial expuesto prenatalmente de forma
contigua al etanol, induciendo un incremento en su consumoy
palatabilidad en la etapa infantil. En un tercer trabajo se
intent6 detectar y cuantificar el acetaldehido y el etanol en el
tejido cerebral materno y de sus fetos al DG 20. En un cuarto
experimento se estudio si la exposicion prenatal a un estimulo
quimiosensorial no etilico, tanto solo como en compania de las
propiedades incondicionales apetitivas del alcohol, interfiere
en el condicionamiento aversivo de este sabor en la infancia.
Por ultimo, se investigd si la exposicion prenatal al alcohol
modifica su capacidad de actuar como estimulo
incondicionado aversivo en la infancia y si esto es dependiente
de la intensidad de la dosis de alcohol empleada en el

condicionamiento.
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Los resultados del primer experimento mostraron que
los neonatos de rata pueden expresar una atraccion por el olor
del alcohol cuando, en ausencia de reforzamiento apetitivo, la
exposicion prenatal a las propiedades quimiosensoriales del
alcohol ha sido suficientemente intensa. Los resultados del
segundo experimento revelaron que la exposicion prenatal a la
vainilla junto con el alcohol induce no sélo una mayor
atraccion por ese olor en la etapa neonatal, sino que ademas
genera una respuesta de mayor consumo de vainilla en la
etapa infantil, aunque no se observan cambios en la
palatabilidad de este sabor. Ademas, la eliminacion del
acetaldehido durante la exposicion prenatal a la vainilla y el
alcohol se ha visto que impide la observacion del mencionado
incremento en las respuestas ante la vainilla. Los resultados
del tercer experimento mostraron niveles similares de alcohol
en cerebro de los fetos y de las madres, tras la administracion
de esta droga a las ratas prenadas. Sin embargo, no se
consiguié detectar acetaldehido en el tejido cerebral
analizado. Los resultados del cuarto experimento mostraron
que la exposicion prenatal a la vainilla facilita el
condicionamiento postnatal de este sabor, tanto si se expone
sola como junto con el alcohol. Finalmente, los resultados del
quinto experimento mostraron que la exposicion prenatal al
alcohol dificulta el condicionamiento aversivo postnatal

cuando el alcohol actua como estimulo incondicionado.

Estos resultados en su conjunto apoyan la hipoétesis

general de esta tesis, ya que se ha visto que la administracion
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de alcohol durante los ultimos dias de la gestacion genera una
experiencia prenatal con las propiedades quimiosensoriales y
los efectos farmacolégicos del alcohol, la cual: a) modifica la
respuesta neonatal e infantil ante el olor y sabor del alcohol, b)
puede modificar la respuesta postnatal ante otros estimulos
experimentados de forma conjunta con el alcohol, c¢) interfiere
con el aprendizaje condicionado postnatal y d) atenta las

consecuencias incondicionales aversivas de esta droga.

Los resultados del experimento 1, ademas de apovar la
hipotesis planteada para dicho experimento, también dan
respuesta a algunas cuestiones surgidas en estudios previos de
nuestro laboratorio (Diaz-Cenzano et al., 2014; Gaztanaga et
al., 2017). Especificamente, resuelve la pregunta sobre si la
exposicion prenatal al alcohol en ausencia de reforzamiento
puede inducir una atraccion neonatal hacia las propiedades
quimiosensoriales de la droga, tal como se observa con otros
olores no etilicos. En este estudio se observo que, aumentando
la cantidad de alcohol disponible durante la gestacion, para
favorecer la percepcion quimiosensorial del alcohol en
ausencia del acetaldehido, los neonatos muestran una
atraccion por el olor del alcohol. Sin embargo, esta atraccion
observada al DP 1 no se tradujo en un mayor consumo de
alcohol ni en una mayor palatabilidad del sabor etilico en la
infancia. Estos ultimos resultados apoyan la hipotesis de que
para observar una mayor aceptacion del alcohol en la infancia
(consumo y palatabilidad), es necesaria la presencia de un

reforzador apetitivo durante la experiencia fetal con el olor y
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sabor del alcohol. Es decir, durante la exposicion al alcohol, en
ausencia de los efectos psicofarmacologicos del acetaldehido,
el feto no adquiere un aprendizaje condicionado apetitivo
hacia el olor etilico. Por lo tanto, la mayor atraccion por el olor
del alcohol observada inmediatamente tras el nacimiento, es
el resultado de un aprendizaje no asociativo, es decir un efecto
de familiaridad, el cual no parece ser retenido hasta la infancia;
o al menos no se detecta un cambio en la respuesta directa

ante el sabor etilico a esa edad.

Este mismo efecto de familiaridad, que se expresa
como una mayor atraccion neonatal por el olor
experimentado en el utero, pero que no parece ser retenido
hasta la infancia, es el que se observa al administrar sustancias
como la vainilla, que posee caracteristicas quimiosensoriales
pero carece de efectos incondicionales. Por ello el especial
interés de los resultados del experimento 2 confirmando
nuestra hipotesis de que el valor hedénico del alcohol puede
ser transferido a otros olores experimentados conjuntamente
en la etapa prenatal. Es la primera vez que se comprueba que
es posible una asociacion entre el potencial reforzador
apetitivo del alcohol y otro olor/sabor no etilico en el utero.
Este efecto, que derivd en un mayor consumo de vainilla, se vio
eliminado cuando la experiencia quimiosensorial con vainilla y
alcohol tuvo lugar en ausencia de acetaldehido (por
administracion de D-penicilamina). Lo que a su vez apoya, una
vez mas, la idea de que el El que actia en el aprendizaje fetal

que ocurre tras la administracion de alcohol, mas que el efecto
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de esta droga, es el efecto apetitivo de su primer metabolito.
Por otro lado, este resultado muestra que el aprendizaje
generado prenatalmente se retiene al menos hasta la infancia
del sujeto. Estos resultados son también de interés
considerando que la probabilidad de que el feto sea expuesto
al alcohol en conjunto con otros estimulos quimiosensoriales
que llegan al liquido amnidtico es elevada. Por una parte, el
alcohol se consume en muchas ocasiones junto con alimentos,
que poseen aromas que llegan al liquido amniético, y por otra
las mismas bebidas alcohdlicas contienen diferentes
sustancias aromaticas que pueden ser percibidas por el feto.
La capacidad fetal de asociar esos estimulos
quimiosensoriales, carentes de valor hedonico, con las
propiedades apetitivas del alcohol, sugiere que se podrian
estar generando preferencias condicionadas por dichos
sabores, las cuales pueden ser retenidas hasta la infancia y que
podrian incidir en un consumo exacerbado de sustancias

conteniendo esos mismos estimulos.

Aunque el objetivo del experimento 3 era conseguir una
medida directa de la presencia del acetaldehido en el cerebro
fetal, tras la administracion materna de alcohol, esto no fue
posible con las condiciones y parametros empleados en este
estudio. Tal como se comentd, una de las posibles razones se
relaciona con las muestras del tejido analizado, tanto de las
madres como de los fetos, ya que eran de cerebros completos
homogeneizados. La seleccion de estructuras o areas

concretas, en las cuales se sabe que abunda la expresion de
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catalasas y por ende la produccion de acetaldehido, podria
facilitar la concentracion del acetaldehido en la muestra y por
ende la deteccion del mismo. Otro factor que puede haber
intervenido es el tiempo transcurrido entre la obtencion de las
muestras y su analisis. Una tercera causa se refiere al método
empleado, que a pesar de ser supuestamente idoneo para
detectar cantidades minimas de acetaldehido en cerebro de
rata, puede no ser el mejor a la hora de detectar las cantidades
relativamente bajas que se producen en nuestra preparacion.
Tal como se habia comentado anteriormente, existen
numerosas dificultades para detectar de forma directa las
bajas concentraciones de acetaldehido en tejido cerebral, por
lo que la mayoria de los estudios en los que se analizan los
efectos del acetaldehido en el cerebro infieren su presencia
por métodos indirectos, como la cuantificacion de aductos de
acetaldehido con neurotransmisores, por ejemplo el Salsolinol
(acetaldehido y dopamina) que son mas estables y menos
volatiles (Mao et al., 2010). A pesar de no haber conseguido
detectar el acetaldehido en este experimento, se ha podido
confirmar que 60 minutos tras la administracion i.g. de alcohol
a las madres gestantes, el alcohol se detecta claramente, tanto
en el cerebro de la madre como del feto, v que la
concentracion de alcohol en tejido cerebral fetal es incluso
mayor que en el materno (Guerri y Sanchis, 1985; Nava-
Ocampo et al., 2004). Considerando este resultado y que en el
cerebro fetal la concentracién de catalasas es mayor incluso

que en adultos, podemos inferir que, aunque no hayamos
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conseguido detectarlo, el acetaldehido necesariamente esta
presente en el tejido cerebral de los fetos tras Ila

administracion de alcohol a la madre gestante.

Los resultados de los dos primeros experimentos
indican que la experiencia fetal con un estimulo
quimiosensorial sin consecuencias incrementa la atraccion
neonatal por ese olor pero no se observa un cambio en la
respuesta directa hacia dicho estimulo quimiosensorial
cuando se evalua dos semanas después del nacimiento. Sin
embargo, los resultados del experimento 4 revelan que dicha
experiencia prenatal puede interferir con el aprendizaje
infantil sobre el mismo estimulo. Efectivamente, la exposicion
prenatal a la vainilla, a pesar de no incrementar el consumo
directo de este sabor, facilité el condicionamiento aversivo del
mismo. Estos resultados concuerdan con los de estudios
previos que muestran que en crias de rata, bajo ciertas
condiciones, la preexposicion al EC produce una facilitacion
del aprendizaje, en lugar del retraso observado por el efecto de
inhibicion latente (Chotro y Alonso, 1999; 2001; 2003). Esta
facilitacion del aprendizaje en crias, se considera que obedece
a que la inmadurez de las crias no les permite en ciertas
situaciones procesar completamente el EC. Por lo que una
exposicion previa ayudaria a los sujetos a enfocar la atenciéon
ante ese estimulo y completar dicho procesamiento, lo que
redundaria en una mejor asociaciéon con el El (Alonso y Chotro,
2004; Gaztanaga et al, 2014). Los resultados de este

experimento constituyen la primera evidencia de facilitacion
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de una aversion condicionada al sabor por exposicion prenatal
al EC. Por otra parte, lo que resulta sorprendente y requeriria
un analisis mas exhaustivo es el hecho de que, a pesar de que
las evidencias indican que la experiencia prenatal con estos
estimulos tiene valor hedoénico apetitivo (mayor atracciéon por
su olor), ésta facilita el subsiguiente aprendizaje aversivo del
mismo estimulo. Esto resulta cuanto menos paradoéjico, ya que
cabria esperar el resultado contrario, es decir un retraso en la
adquisicion de la aversion condicionada por un efecto de
contracondicionamiento. Sin embargo, estos resultados
apoyan la idea de que la experiencia prenatal ayuda al mejor
procesamiento postnatal del estimulo, independientemente
del valor hedonico que tiene el mismo en cada etapa del

desarrollo.

Por ultimo, los resultados obtenidos en el experimento
5 nos dejan varios aspectos a tomar en consideracién. Por un
lado, confirma la capacidad del alcohol de actuar como El
efectivo para generar aversiones condicionadas al sabor en la
infancia de la rata, tanto con dosis relativamente altas (3 g/kg)
como con dosis menores (1 g/kg). Este es un dato que resulta
de especial relevancia, considerando que el alcohol es
relativamente menos téxico, se elimina mas rapido y por lo
tanto produce menos malestar en las crias, que el LiCl, el
agente toxico usado tradicionalmente como El para generar
aversiones al sabor. En relacién a la hipotesis del experimento,
los resultados confirman que la exposicion prenatal al alcohol

reduce la capacidad de esta droga de actuar como El aversivo.

180



Discusion general

Este resultado constituye la primera evidencia clara del “efecto
de preexposicion al EI" por exposicion al alcohol durante la
etapa prenatal. En anteriores estudios en los que se
encontraron resultados similares, debido al diseno de los
mismos, no era posible discriminar si se trataba de un efecto
de preexposicion al EC o al El (Arias y Chotro, 2006; Chotro,
Arias y Spear, 2009). Asimismo, es destacable que este efecto
se haya observado a pesar del drastico cambio de contexto
que ocurre entre la fase de preexposicion al El y el
condicionamiento, del contexto prenatal al postnatal. Esto
ultimo descarta la explicacion del efecto de preexposicion al El
por el fendbmeno del bloqueo, dejando lugar a otros
fendbmenos de aprendizaje no asociativo tales como Ila
habituacion al El planteados en trabajos previos (Castello et al,
2011; Revillo et al., 2012; Castello, Revillo, Molina & Arias, 2015).
Los resultados de este ultimo experimento muestran, ademas
de todo lo comentado, que la exposicibn a una dosis
relativamente moderada de alcohol durante la Ultima etapa de
la gestacion, reduce la posibilidad de que el sujeto mas
adelante en el desarrollo adquiera una aversion al alcohol tras
una experiencia potencialmente aversiva. Es decir, la
exposicion prenatal al alcohol, por un lado, reduce el potencial
aversivo de la intoxicacion etilica y por otra parte genera una
preferencia condicionada prenatal por el alcohol que
incrementa su aceptacion y consumo. La suma de estos dos
efectos confirma que el consumo materno de alcohol en la

gestacion incrementa considerablemente las posibilidades de
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que los sujetos expuestos desarrollen un consumo
problematico de alcohol en etapas posteriores de Ila

ontogenia.
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Conclusiones

De los resultados de los experimentos de esta tesis, se

pueden extraer principalmente las siguientes conclusiones:

e La experiencia prenatal con las propiedades
quimiosensoriales del alcohol, en ausencia de sus
efectos farmacolégicos, puede generar una atraccion
neonatal por su olor, siempre y cuando la experiencia
prenatal haya sido suficientemente intensa. Esta
atraccion por el olor etilico refleja la familiaridad del
neonato con el estimulo percibido en el ambiente
prenatal. Sin embargo, dicho aprendizaje no-asociativo
no se expresa en la infancia como un aumento en el
consumo o en la palatabilidad del alcohol; lo que solo
ocurre cuando el feto tiene la oportunidad de percibir el
sabor-olor del alcohol (el EC) junto con sus efectos

incondicionales (EI).

e La exposicion prenatal a un estimulo quimiosensorial
neutro junto con el alcohol, puede inducir un
condicionamiento apetitivo hacia dicho estimulo, que
resulta en un aumento en el consumo de este sabor en
la infancia. Es decir, el feto puede asociar a las
propiedades incondicionales apetitivas del alcohol, no
solo al sabor y olor de esta droga, si no que también a
otros estimulos quimiosensoriales presentes en el

liquido amniético durante la intoxicacion etilica.

e Se confirma que las propiedades incondicionales del

alcohol, que participan en el aprendizaje fetal en
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relacion a esta droga u a otros estimulos presentes
durante la exposicion etilica, estan mediadas por los

efectos de su primer metabolito, el acetaldehido.

La mera exposicion a un estimulo quimiosensorial
durante los ultimos dias de la gestacion puede facilitar

el condicionamiento aversivo del mismo en la infancia.

El alcohol es un El aversivo efectivo para generar
aversiones condicionadas al sabor en crias de rata,
tanto cuando se administra en dosis altas como en

dosis relativamente moderadas.

La exposicion prenatal a los efectos incondicionales del
alcohol retrasa el condicionamiento aversivo de un
sabor cuando el alcohol actia como El. Es decir, es
posible observar el “efecto de preexposicion al EI” con

alcohol cuando este se expone en la etapa prenatal.
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