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RESUMEN

La ansiedad es un problema de salud mundial que amerita el estudio de nuevas alternativas para su tratamiento
terapéutico, entre ellas el enriquecimiento ambiental (EA). El presente trabajo estudio el efecto del EA sobre la
ansiedad. 20 ratones C57BL/6 fueron divididos en 2 grupos: Grupo Control (GC, n=10) y Grupo Experimental
(GE, n=10). El GE recibi6é EA basado en estimulos sensoriales (olfativos, gustativos, visuales y tactiles) y nichos
oscuros, mientras que el GC fue hospedado individualmente en un ambiente restringido de EA. Los ratones
fueron evaluados en el Laberinto Elevado en Cruz (LEC), Caja Luz/Oscuridad (CLO) y mediante la prueba
preferencia por sacarosa (PS). El EA causé hipermotilidad en LEC con preferencia por los desplazamientos
entre brazos cerrados (p<<0.05); aument6 el tiempo unitario de permanencia en ambos compartimientos de CLO
(p<0.05) e incrementd significativamente el consumo de sacarosa en PS (p<<0.05). En conclusién; la técnica del
EA basado en incluir nichos oscuros induce hiperactividad con niveles de ansiedad disminuidos, permitiendo la
expresion de conductas instintivas.

Palabras Clave: Enriquecimiento Ambiental, Ansiedad, Hiperactividad, Pruebas no condicionadas de
Ansiedad, Preferencia por Sacarosa.
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ABSTRACT

Anxiety is a global health problem; therefore, it is necessary to study new therapeutics alternatives, including
environmental enrichment (EE). In the present paper the effect of EE on anxiety were studied. EE was
evaluated in 20 C57BL/6 mice divided into 2 groups: Control Group (CG, n=10) and Experimental Group
(EG, n=10). EG received EE with various sensory stimuli (olfatoy, gustatory, visual and tactile) and dark niches.
CG was housed individually in a restricted environment. Mice were evaluated in the Elevated Plus Maze (EPM),
Light/Dark Box (LDB) and Preference for Sucrose (PS). EE caused hypermotility in EPM with preference for
shifts between closed arms (p<0.05), increased the unit residence time in both compartments of LDB (p<005)
and significantly increased the PS (p<0.05). In conclusion; the EE based on including dark niches induces
hyperactivity with decreased levels of anxiety, allowing the expression of instinctive behaviors to dark places.

Keywords: Environmental Enrichment, Anxiety, Hyperactivity, Unconditioned anxiety test, Preference for
Sucrose.

INTRODUCCION

Los trastornos de ansiedad son condiciones de salud que implican cambios en los pensamientos, emociones y
comportamientos de un individuo. Los determinantes de estas alteraciones incluyen no solo atributos
individuales, como los mencionados anteriormente, sino también factores sociales, culturales, econdmicos,
politicos y ambientales. El estrés, la genética, la nutricién, las infecciones perinatales y la exposicion a riesgos
ambientales, son factores que contribuyen a la aparicién de dichos trastornos (Organizacién Mundial de la Salud,

2018).

Segun datos recopilados por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2015), los trastornos de ansiedad se
posicionan como el segundo trastorno mental con mayor numero de discapacidad en la Region de las Américas
con un 2.1% de afios de vida ajustados en funcién a la discapacidad y 4.9 % de afios perdidos por discapacidad.
En tal sentido, se estima que la transiciéon o desatrollo epidemioldgico de estas alteraciones esta transformando
el sistema de salud, puesto que, los determinantes de las necesidades mundiales en materia de salud son

predominadas por las enfermedades no trasmisibles tales como dichas alteraciones. (Organizacién Panamericana
de la Salud, 2018).

La ansiedad se describe como un estado psicolégico, fisiolégico y conductual inducido por una amenaza para el
bienestar o la supervivencia de un individuo, ya sea real o potencial. Se caracteriza por un aumento de las
conductas expectantes con agitacién, acompafiado del incremento de las actividades autonémicas y
neuroendocrinas que activan patrones de comportamiento especificos e incluyen una transiciéon conductual
desde comportamientos continuos, como por ejemplo exploracién o alimentacién, a conductas defensivas
(inmovilidad) o de escape (huida). La funcion de estos cambios es facilitar el manejo de una situacion adversa o
inesperada. Sin embargo, si la funcién adaptativa de la ansiedad no tiene éxito y la respuesta anticipatoria ante
una amenaza futura se vuelve excesiva de acuerdo al contenido de los pensamientos o creencias asociadas, puede
convertirse en un estado patoldgico reiterativo, que interfiere con la vida cotidiana y con la capacidad de hacer
frente a los desafios de eventos estresantes de los sujetos. (Steimer, 2011; Manual Diagnéstico y Estadistico de
los Trastornos Mentales quinta edicion DSM-V, 2014).

Los trastornos de ansiedad se pueden tratar con terapias farmacologicas (ansioliticos y antidepresivos) y
psicologicas (terapia cognitivo-conductual). En tal sentido, la combinacién de estos elementos son un punto
clave para controlar la sintomatologfa de estos trastornos, sin embargo, el costo y los efectos colaterales adictivos
del tratamiento farmacolégico representan un obsticulo al momento de tomar las decisiones terapéuticas
(Norman T, Ellen S & Burrows G, 1996; Bandelow & Michaelis, 2015), por lo tanto, las terapias alternativas
que asocien las terapias cognitivo-conductuales con el enriquecimiento ambiental (HA) podrian ser interesantes.
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El término EA se refiere a una mejora de las condiciones de confinamiento de animales (de laboratotio o no)
en comparaciéon con los alojados de forma estandar. Estas condiciones incluyen sitios de alojamiento o jaulas
mas grandes que contienen objetos y diferentes espacios que facilitan el ejercicio, el juego y la exploracién, al
tiempo que permiten a los animales un mayor control sobre su entorno. En algunos paradigmas experimentales,
el EA también se puede realizar aumentando el nimero de animales por jaula o sitio de alojamiento,
favoreciendo asf las interacciones sociales. Algunos estudios recientes han optado por el uso de espejos con el
objetivo de simular la estimulacién social, observando un efecto positivo en los niveles de exploracién y ansiedad
de los roedores (Sampedro-Piquero & Begega, 2017); en tal sentido, todos estos elementos promueven la
estimulacién cognitiva, sensorial, motora y social de los sujetos, aumentando su respuesta adaptativa a entornos

desconocidos (Slater A & Cao L, 2015; Suarez M, Pulido S, Caicedo-Pinto P & Bonfante-Cabarcas R, 2019).

El EA ha sido identificado como un factor protector en el tratamiento de algunos trastornos emocionales
relacionados con el estrés, como por ejemplo la depresion. No obstante, los efectos ansioliticos inducidos por
el EA no son tan claros; en general, la exposicién al EA produce efectos similates a los farmacos ansioliticos en
diferentes modelos animales destinados a investigat trastornos relacionados con la ansiedad, sin embargo, otros
estudios mostraron efectos parciales o resultados negativos. Se ha planteado una hipétesis que afirma que el EA
actia como un agente estresante leve por los desafios cognitivos que incluye. Asimismo, la introduccién repetida
de nuevos objetos y la oportunidad de explorar libremente ambientes cambiantes es comparable a las
exposiciones repetidas a un estimulo estresor. De hecho, algunos estudios han demostrado efectos de tipo
ansiogénico en animales expuestos a ambientes enriquecidos, quienes presentaban elevados niveles de
corticosterona, neofobia a la sacarosa o una mayor actividad autonémica (Lopes, Céspedes & Viana, 2018). No
obstante, El EA se ha propuesto como una posible estrategia para aumentar progresivamente la capacidad
cognitiva en algunos modelos animales y en infantes dentro de un contexto educativo, mejorando la adquisicién
y consolidacién de la memoria, el aprendizaje y ayudando a un mayor y mas rapido proceso adaptativo
facilitando el fendmeno de habituacién (Ball N, Mercado E & Ordufia I, 2019; Suarez M, et all 2019).

Teniendo en cuenta que las psicoterapias actuales para los trastornos relacionados con la ansiedad incluyen un
tratamiento farmacolégico que en algunos casos resulta contraproducente debido a los efectos secundarios de
los farmacos utilizados, y a pesar de los resultados contradictorios mencionados anteriormente del EA como
terapia alternativa, resulta importante conocer su efecto sobre la ansiedad, por lo que en el presente trabajo
estudiamos el efecto del EA con nichos oscuros y diversos estimulos sensoriales (auditivos, olfativos, gustativos,
visuales y tactiles) sobre la ansiedad en ratones C57BL/6, utilizando una batetia de pruebas no condicionadas
como el laberinto elevado en cruz y la caja de luz-oscuridad, asf como el ensayo de preferencia por la sacarosa.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién y muestra. Estuvo constituida por 20 ratones hembras de la cepa C57BL/6 con un peso promedio
17,90 £ 0,33 gr, que fueron obtenidos del Bioterio Central de la Universidad Centro Occidental “Lisandro
Alvarado”, Barquisimeto (Venezuela). Los ratones fueron seleccionados de manera aleatoria y colocados en 2
grupos de 10 ratones c¢/u denominados grupo Control (GC) y grupo experimental (GE). La totalidad de los
ratones del grupo GE fueron colocados en una jaula de acero inoxidable de 50 x 36 x 13 cm; mientras que los
ratones del grupo GC fueron acomodados en una jaula dividida en 10 celdas de 14 x 9 x 14 cm ¢/u, a razén de
1 ratén por celda para evitar cualquier tipo de relacion ente ellos, entendiéndose que al dejar a todos los animales
de dicho grupo dentro de una misma jaula se estaria promoviendo un tipo de EA sensorial y social. Los ratones
tuvieron libre acceso a agua destilada y comida, que consisti6 en alimento comercial peletizado. Se mantuvieron
a una temperatura ambiente entre 25 y 30 °Cy ciclos luz/oscuridad de 12 horas c¢/u.

Enriquecimiento Ambiental. Consistié en colocar arménicamente los siguientes objetos dentro de las jaulas:
puentes de cartén que unian rampas de plastico, tuneles de cartén o de plastico con paredes horadadas que
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terminaban en taneles conectores en forma de T de acero inoxidable, madrigueras de plasticos con dos orificios
para el acceso y cascaras de arroz en el piso, balancines atados al techo de la jaula y canicas de color negro. Se
les proporcioné estimulos sensoriales alternados diariamente, tales como: olores (cereza, lavanda, maresia y
menta) colocados en motas de algodén introducidas en frascos de plastico de 5 cc con orificio de 1.3 cm de
didmetro; sabores (acido, amargo, dulce, salado, umami) que fueron introducidos en bocadillos de merengues,
cotufas o maiz inflado y colocados en los balancines; visuales que consistian en balancines de diversos colores
(rojo, amarillo, verde y azul) y en luces coloridas intermitentes colocadas durante la noche, y estimulos tactiles
como piedras pequefias rugosas, cascaras de arroz o virutas de madera en el piso. El GC fue colocado en un
espacio restringido con piso cubierto de cascaras de arroz y libre acceso al agua y comida. Los animales fueron
hospedados en los ambientes descritos durante un periodo de 2 meses previo a las pruebas conductuales y
durante el desarrollo de las mismas.

Protocolo experimental. Consté de una sola sesion aplicada en una semana en la que realizaron 2 pruebas de
ansiedad no condicionadas (LA y CLO) y la prueba de preferencia por sacarosa (PS). Los ensayos se ejecutaron
posteriormente a los 2 meses de alojamiento en un ambiente enriquecido para el GE y en las celdas individuales
para el GC. Las pruebas no condicionadas de ansiedad se aplicaron alternando los grupos con un dia de por
medio y siguiendo la siguiente secuencia: LDA, CLO; por dltimo, la prueba de PS se llevé a cabo después de un
periodo de adaptacion de los animales y de manera simultinea para ambos grupos.

Laberinto de ansiedad. Este ensayo se realiz6 en un laberinto elevado en cruz colocado a una altura de 81 cm,
compuesto por dos brazos abiertos (sin paredes), con dimensiones de 50 cm de largo por 9,3 cm de ancho; dos
brazos cerrados de iguales dimensiones con paredes de 40 cm de alto y un area central de 5x5 cm. El material
de construccién fue de madera, pintada de negro mate. El observador se encontraba a una distancia de 50 cm
del laberinto. La prueba consistié en colocar al ratén en el brazo abierto con direccién hacia el sur, para que
explorara libremente el laberinto, a partir de ese momento se cuantificé el nimero de desplazamientos de un
brazo a otro y el tiempo de permanencia en los mismos, durante un periodo de 10 min.

Caja de luz y oscuridad. El aparato consté de dos camaras de acero inoxidable, una iluminada y una oscura,
cada una con dimensiones de 26 x 20 x 19 cm que se conectaban a través de una abertura de 9 cm de ancho por
5 cm de alto, los pisos de ambas camaras contenfan cdscaras de arroz. La luz que incidfa sobre la cimara
iluminada a través del techo abierto, provenia de tubos fluorescentes de 120 vatios colocados en el techo a 3,5
metros de altura; las paredes y el techo de la cimara oscura estaban cubiertos de cartulina negra. La prueba
consistio en colocar al ratén en la camara iluminada para que explorara libremente ambas camaras, se cuantificd
el nimero de desplazamientos de una camara a otra y el tiempo de permanencia en cada camara, durante un
periodo de 10 min.

Prueba de preferencia de sacarosa. Este ensayo se llevé a cabo en jaulas con dimensiones de 30 x 20 x 13
cm. En cada jaula se colocaron dos dispensadores de liquidos de 40 ml, uno con 20 ml de agua destilada y otro
con 20 ml de solucién de sacarosa al 2%, adicionalmente se colocé en cada jaula 4 grs de comida. Los ratones
fueron sometidos a un periodo de adaptacién un dia previo al ensayo, que consisti6 en colocatlos
individualmente por jaula durante 2 horas con ambos dispensadores y sin comida. Al dia siguiente, los ratones
fueron colocados nuevamente en las jaulas durante un periodo de 24 horas, midiéndose la cantidad de agua y
solucién de sacarosa ingerida.

Analisis de los Datos. Los datos son presentados como el promedio de valores absolutos o porcentuales + el
error o la desviacién estandar. Para determinar la significancia estadistica de la diferencia observada entre las
variables analizadas se utilizé el test de Student no pareado. Los analisis de correlacién entre variables
cuantitativas fueron realizados mediante el test de Pearson. Se aceptd como significativo una p<0.05. En todos
los casos el analisis estadistico fue realizado utilizando el programa GraphPad Prism 6.



® )
I n n OVaCEe n CEa Articulo de investigacion cientifica y tecnoldgica

ISSN: 2346-075X Bucaramanga - Colombia

Consideraciones Eticas. El proyecto fue aprobado por el Comité de Ftica de la Facultad de Ciencias de la
Salud, Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado, Barquisimeto, Venezuela. La manipulacién murina se
realiz6 de acuerdo a los criterios éticos para el uso de animales experimentales del Fondo Nacional de Ciencias
y Tecnologia http:/ /www.fonacit.gov.ve/bioetica.asp#capitulo].

RESULTADOS

Los ratones adaptados a EA (grupo experimental) presentaron un numero de entradas significativamente
menotes a los brazos abiertos y un nimero de entradas significativamente mayores a los brazos cerrados, en
comparacion al grupo control (ver Figura 1, panel A y B, Tabla 1). Estos resultados fueron corroborados al
observar que, los ratones del grupo experimental se desplazaban con menor frecuencia de un brazo abierto a
otro brazo abierto y con mayor frecuencia de un brazo cerrado a otro brazo cerrado (ver Figura 2, panel Ay B,
Tabla 1). Sin embargo, el tiempo de permanencia total fue similar en los brazos abiertos o en los brazos cerrados,
al comparar para cada brazo los ratones de ambos grupos (ver Figura 3, panel A, Tabla 1). La divergencia entre
los desplazamientos y el tiempo total se explica, porque los ratones del grupo experimental mostraron
hiperactividad locomotora, reflejada en el hecho que presentaron un mayor nimero de entradas totales a los
brazos al ser comparados con los ratones del grupo control (ver Figura 1, panel C, Tabla 1).

En la caja de luz y oscuridad, los ratones de ambos grupos permanecieron la mayor parte del tiempo (414
segundos; 69% del tiempo total) en la cimara oscura, validando la ejecucion del test (ver Figura 4, panel C, Tabla
1). No obstante, los ratones adaptados a EA (grupo experimental) presentaron un menor numero de
desplazamientos entre camaras, al ser comparados con el grupo control (ver Figura 4, panel A, Tabla 1), lo que
se tradujo en que los ratones del grupo experimental permanecieron mayor tiempo después de cada
desplazamiento, tanto en la cimara oscura como en la iluminada, al ser comparados con el grupo control (ver
Figura 4, panel B y C, Tabla 1).

En el test de preferencia de sacarosa, los ratones con EA mostraron una preferencia significativamente mayor
por la sacarosa, al consumir 4,68 * 0,71 ml de la solucién al 2%, en comparacién con el grupo control que
consumi6 1,54 0,10 ml (ver Figura 4, panel D, Tabla 1).

Finalmente realizamos analisis de correlacion entre las diferentes variables cuantificadas para cada individuo en
cada grupo experimental por separado. Solo detectamos correlaciones significativas para el grupo GE;
encontrando correlaciones positivas entre la motilidad en el laberinto elevado en cruz y la motilidad en la caja
luz/oscuridad (ver Figura 5, panel A; Tabla 1), entre el consumo de sacarosa y las entradas a los brazos abiertos
en el laberinto elevado en cruz (ver Figura 5, panel D, Tabla 1) y entre el consumo de sacarosa y el tiempo
promedio de permanencia en la camara oscura de la caja luz oscuridad (ver Figura 5, panel C, Tabla I), mientras
que observamos correlacién negativa entre el tiempo de permanencia en la camara oscura de la caja
luz/oscuridad y el tiempo de permanencia en los brazos cerrados en el laberinto elevado en cruz (ver Figura 5,
panel B, Tabla 1).
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Tabla 1.

Desemperio de ratones C57BLJ 6 sometidos o no a enriguecimiento ambiental en el laberinto elevado en cruz, camara lug; oscuridad
) preferencia por sacarosa

Nota. —: Ingreso; BA: Brazo Abierto; BC: Brazo Cerrado; CI: Camara Iluminada; CO: Camara Oscura; (*)

Items Grupos Control | Experimental
— BA 8.10+0.95 544 +£0.79 *
— BC 15.20 £2.07 22.30 £ 1.34*
Totales 2222 +2.47 31.00 £ 2.67*
Entradas —BA-BA 7.78 £2.46 0.56 + 0.34*
—BC-BC 8.70£1.92 16.60 £ 2.04*
Laberinto
Elevado —BA-BC 7.70 +0.93 5.70+0.91
en Cruz —BC-BA 5.30+ 0.54 5.70 £ 0.91
Tiempo BA 128_‘2; 73.81+9.91
Total BC 4:8;;’; 497.7+29.89
Tiempo BA 14.01 £ 1.42 13.94 £ 1.15
Unitario BC 39.37£9.69 2358 £1.13
Cl 19.30 £ 1.69 13.90 £ 1.09 *
Entradas CcO 18.70 £1.75 13.60+1.10 *
Totales 38.00+3.44 | 25.70+2.41 *
Camara 186.1 +
Luz Tiempo Cl 32.95 185.5 £ 14.00
Oscuridad Total CO 414.0 + 4145 + 14.01
32.97
Tiempo CI 8.55+£098 | 13.54+0.79 *
Unitario CcO 22.14+3.04 | 32.77+3.44%
Preferencia por Sacarosa Consumo
total 1,54+ 0,10 4,68 +0,71 *
(ml/dia)

Significa p< 0.05 al comparar el grupo Experimental con respecto al grupo Control.
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Figura 1
Entradas a los brazos abiertos y brazos cerrados del laberinto elevado en cruz de ratones C57BL/6
sometidos o no a enriquecimiento ambiental
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Figura 1. Los ratones fueron colocados individualmente en el brazo abierto para que se desplazaran de manera
libre y espontanea durante un periodo de 10 minutos (600 segundos) por todo el laberinto elevado en cruz,
cuantificando las entradas y el tiempo dispensado en cada uno de los brazos. Se observéd que los sujetos del
grupo expetrimental (circulos vacios) presentaron un numero de entradas significativamente menor a los brazos
abiertos, un nimero de entradas significativamente mayor a los brazos cerrados (panel A y B) y un numero de
entradas totales significativamente mayor a los brazos abiertos y cerrados, al ser comparados con los ratones del
grupo control (panel C). (*) Significa (p<0.05) cuando se comparan el grupo experimental con respecto al grupo
control.
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Figura 2

Desplazamientos entre los brazos abiertos y entre los brazos cerrados del laberinto elevado en cruz
de ratones C57BL/6 sometidos o no a enriquecimiento ambiental
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Figura 2. Se cuantifico el nimero de desplazamientos de un brazo abierto a otro brazo abierto y de un brazo
cerrado a otro brazo cerrado de los ratones en el laberinto elevado en cruz, durante un periodo de 10 minutos
(600 segundos). Los ratones del grupo experimental (circulos vacios) presentaron un nimero de entradas
significativamente menor entre los brazos abiertos (panel A) y un niimero de entradas significativamente
mayor entre los brazos cerrados (panel B), al ser comparado con el grupo control (circulos llenos). (*)
Significa (p<0.05) cuando se comparan el grupo experimental con respecto al grupo control.
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Figura 3

Tiempo de permanencia en los brazos abiertos y cetrados del laberinto de ansiedad de los ratones
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Figura 3. Se tomé el tiempo de permanencia total de cada uno de los sujetos en los brazos abiertos
(panel A) y cerrados (panel B) del laberinto elevado en cruz, durante un periodo de 10 minutos (600
segundos). No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en el tiempo de
permanencia total en ninguno de los brazos del laberinto, al comparar el grupo sometido a
enriquecimiento ambiental (circulos vacios) con respecto al grupo control (circulos llenos).
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Figura 4

Desplazamientos y tiempo de permanencia unitario en la caja de luz y oscuridad y preferencia de
sacarosa de ratones C57BL/6 sometidos o no a enriquecimiento ambiental
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Figura 4. La prueba camara luz y oscuridad (CLO) consistié en colocar al ratén en la camara iluminada
(CI) para que explorara libremente la cimara oscura (CO) y viceversa, por 10 minutos (600 segundos).
Se cuantificé el nimero de desplazamientos de una camara a otra y el tiempo de permanencia unitario
(TPU) en ellas (tiempo total/numero de desplazamientos; t/n). El grupo experimental (circulos vacios)
presento un nimero de desplazamientos significativamente menor entre camaras, al ser comparado
con el grupo control (circulos llenos), (panel A). Sin embargo, los ratones del grupo experimental
permanecieron un tiempo unitario significativamente mayor en ambas cimaras, en comparaciéon con
el grupo control (panel B y C). Para la prueba de sacarosa el raton fue colocado individualmente en
una jaula que contenfa dos dispensadores de liquidos, uno con agua destilada y otro con sacarosa al
2%, por 24 horas. El grupo experimental consumié un volumen significativamente mayor de sacarosa
al ser comparado con el grupo control (Panel D). (*) Significa (p<0.05) cuando se comparan el grupo
experimental con respecto al grupo control.
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Figura 5

Analisis de correlaciones entre las variables cuantificadas en los ensayos conductuales en
ratones C57BL/6 sometidos o no a enriquecimiento ambiental
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Figura 5. Se observaron cortelaciones significativas (p<<0.05) solamente en el grupo sometido a enriquecimiento
ambiental (circulos vacios). Las correlaciones positivas fueron entre el nimero de entradas totales en ambos
compartimientos de la CLO y el numero de movimientos entre los brazos abiertos y cerrados del LEC (r de
Pearson: 0.73; £2 0.53; Panel A), entre PS y el tiempo unitario de permanencia en la CO (r de Pearson: 0.85; r2:
.72; panel C) y entre PS y las entradas en los brazos abiertos (EBA) del LEC (r de Pearson: 0.71;12: .5; panel D).
Asimismo, se evidencié una correlacion negativa entre el tiempo de permanencia en la CO y el tiempo de
permanencia en los BC (r de Peatrson: -0.68; £2: 0.46; panel B).
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DISCUSION

En el presente trabajo se evidenciaron resultados aparentemente contradictorios, por ejemplo, en el laberinto
elevado en cruz observamos que los ratones con EA mostraron una hiperactividad locomotora con preferencia
para desplazarse entre los brazos cerrados, mientras que en caja luz/oscuridad su motilidad fue menor entre los
brazos y tuvieron mayor preferencia por la sacarosa que por el agua.

Clasicamente, en el laberinto elevado en cruz, los animales con altos niveles de ansiedad permanecen mayor
tiempo en los brazos cerrados y presentan hipomotilidad, que se traduce en menores desplazamientos entre los
brazos cerrados (Pellow, Chopin, File, & Briley, 1985). En el presente trabajo observamos que los ratones con
EA tenfan una actividad locomotora incrementada con un mayor nimero de desplazamientos entre brazos
cerrados, lo cual inicialmente sugeriria un mayor nivel de ansiedad, sin embargo, la preferencia del animal por
desplazarse entre los brazos cerrados o permanecer un mayor tiempo en la cimara oscura, podtia ser mejor
explicada por la exposicion previa de los ratones del grupo enriquecido a un contexto con tuneles y madrigueras
oscuras, lo que permitié reconocer y relacionar los brazos cerrados como nichos familiares.

Una gran cantidad de roedores estan adaptados a ecotopos subterraneos oscuros (Faulkes, 2000; Lacey, Patton
& Cameron 2001). En concordancia, la existencia de tuneles en las jaulas minimiza el estrés en ratones criados
en condiciones de laboratorio (Gouveia & Hurst, 2013). En este sentido, Korenman, Watson, & Silman (1988),
mostraron que los ratones alojados en jaulas disimiles interconectadas por tuneles, una actuando como una
madriguera oscura a prueba de luz y la otra expuesta a la luz, exhibieron una mayor actividad en la madriguera
oscura en el ciclo diurno; mientras que por el contrario, una vez que este ciclo finalizé y la intensidad de luz del
ambiente disminuy, los animales comenzaron a pasar periodos de tiempo cada vez mayores en la jaula expuesta.
Estos resultados sustentan nuestras observaciones, indicando que el EA con tdneles induce hiperactividad y
rescata la conducta instintiva de preferencia por desplazarse en lugares oscuros o poco iluminados.

El efecto del EA sobre la actividad locomotora y la ansiedad ha sido previamente explorado, Benaroya-Milshtein
et al. (2004), demostraron que ratones criados en condiciones de enriquecimiento ambiental permanecieron mas
tiempo en los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz y subieron escaleras con una mayor frecuencia,
resultados que indican una disminucién de la ansiedad y una mayor actividad motora. De la misma manera,
Rogers, Li, Lanfumey, Hannan y Renoir (2017) ensayando en el laberinto elevado en cruz y en la caja
luz/oscuridad, ratones con delecién del gen para el transportador de serotonina (modelos animales para la
ansiedad y depresion), encontraron que el EA mejor6 la ansiedad innata en ambas pruebas, sin mejorar el
comportamiento similar a la depresion en el nado forzado.

La no preferencia por desplazarse entre brazos abierto-abierto observadas en el presente trabajo, no seria
indicativo de una respuesta ansiosa sino de una respuesta a la cual el animal no estaba previamente entrenado,
esto se corrobora por el hecho de que las entradas a los brazos abiertos en los ratones con EA se correlacionaron
positivamente con el consumo de sacarosa, indicando que los animales no presentaban ansiedad para entrar en
los brazos abiertos, sino que estaban motivados por una conducta anti-depresiva.

La prueba de preferencia hacia la sacarosa es una prueba basada en recompensas, utilizada como indicador de
la disminucién de la capacidad de experimentar placer (anhedonia), la cual representa uno de los sintomas
centrales de la depresion. Los roedores nacen interesados en los alimentos o soluciones dulces, la preferencia
reducida por la solucién dulce representa la anhedonia, esta reduccién puede revertirse mediante el tratamiento
con antidepresivos (Serchov, van Calker & Biber 2016). En el presente trabajo, el EA indujo preferencia por el
consumo de sacarosa que se correlaciond positivamente con las entradas a los brazos abiertos, confirmando el
efecto ansiolitico y antidepresivo del EA. Similarmente, Brenes, Villagra y Fornaguera (20006), concluyeron que
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el EA ejercia efectos antidepresivos y ansioliticos evaluados mediante la prueba de nado forzado, la preferencia
port sacarosa y el test de campo abierto.

Por el contrario, en la caja de luz y oscuridad, los ratones con EA mostraron menos actividad locomotora y
permanecieron mas tiempo en ambas camaras, con preferencia en la cimara oscura; esto tltimo se correlaciond
positivamente con un mayor consumo de sacarosa, indicando que los animales con EA sentfan mayor placer de
permanecer en la camara oscura, en concordancia a los espacios a los cuales estaban acostumbrados y en
concordancia con sus conductas instintivas (Faulkes, 2000; Korenman, Watson, & Silman, 1988).

La aparente contradiccién entre las motilidades observadas en el laberinto elevado en cruz y la caja
luz/oscuridad, es un problema de probabilidades por las opciones presentadas, en el primero siempre existi6 la
opcioén de desplazarse al brazo cerrado contralateral, mientras que en el segundo esa opcidén no existio, mas ain
en nuestro protocolo experimental no se midié la motilidad dentro de la caja oscura. El hecho de que el tiempo
de permanencia en la camara oscura se correlacionara negativamente con el tiempo de permanencia en los
brazos cerrados, indica que la conducta en los brazos cerrados refleja hipermotilidad con niveles ansiedad
disminuidos, lo cual en concordancia se refleja en el menor tiempo de permanencia en la camara oscura.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, pueden ser productos del protocolo de EA utilizado. Diversos
autores han encontrado que animales sometidos a ambientes enriquecidos tuvieron un mayor nivel de actividad
locomotora, comparados con los animales hospedados en ambientes estandar, efecto que estuvo relacionado
con la fase del dia (Loss et al., 2015; Sudo, Nagamatsu & Ando, 2018). Por el contrario, otros autores reportaron
que ratones o ratas alojadas en condiciones de enriquecimiento ambiental no mostraron diferencias o fueron
menos activas en el campo abierto en relacién a los animales controles (Brenes, Padilla, & Fornaguera, 2009).
Las diferencias observadas han sido relacionadas con las caracteristicas fisicas (tamafio, forma y color) del equipo
utilizado, al protocolo ensayado (simples o repetitivos), el ambiente donde fue ejecutado el ensayo (intensidad
de la luz y niveles de ruido), la duracién del ensayo, la cepa y sexo de los animales utilizados (Loss et al., 2015;
Sudo, Nagamatsu & Ando, 2018; Toth, Kregel, Leon, & Musch, 2011). Sin embargo, el EA tiende a mejorar
mas drasticamente la actividad locomotora en ratones viejos (McMurphy et al., 2018) 0 en modelos animales de
enfermedades con déficit neurolégico (Jankowsky, 2005).

Por otra parte, Christakis, Benedikt, Ferguson, Ravindera y Ramirez (2018), desatrollaron un modelo animal de
excesiva estimulacién sensorial, mediante el uso de distractores auditivos y luces de colores. Ellos demostraron
que la ansiedad, el aprendizaje y la memoria disminuyeron en estos ratones, mientras que la toma de riesgos y
los niveles de actividad locomotora aumentaron. En el presente trabajo, ademas de enriquecer el ambiente,
incluimos estimulacién tactil, olfativa, gustativa y visual, variable o intermitente, por lo que planteamos que
nuestro esquema experimental podria ser un modelo de EA con rasgos concretos de sobre-estimulacién
sensorial. Este punto de vista, permitirfa explicar la hiperactividad y el déficit de ansiedad observados.

CONCLUSION

En el presente trabajo se demostré que el EA basado en incluir tdneles oscuros en su protocolo, induce
hiperactividad con niveles de ansiedad y depresion disminuidos, lo cual permite que las conductas instintivas de
preferencia por lugares poco iluminados sean expresadas; esto implica que la interpretacion de los resultados
obtenidos en el laberinto elevado en cruz y en la caja luz/oscuridad son dependientes del tipo de hospedaje o
entrenamiento previos del animal.
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