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I.- PRESENTACION






Presentacion

L.- PRESENTACION

La presente Tesis tiene como tema central el estudio de los efectos del
aislamiento social y de la administracién de nicotina sobre el aprendizaje en
ratones NMRI. Ademas, se pretende evaluar si los posibles efectos de la
nicotina en dicho aprendizaje podrian estar modulados por variables de tipo

emocional (nivel de ansiedad y agresividad).

De acuerdo con este objetivo, el presente trabajo se ha dividido en 8
capitulos. En el primer capitulo se realiza una breve presentaciéon de los
contenidos incluidos en la presente Tesis Doctoral. En el segundo capitulo se
plantea el marco tedrico de la misma, exponiendo en primer lugar una revisién
acerca de los principales efectos del aislamiento social en roedores tanto a nivel
neurobioldégico como conductual. A continuacién se describe la farmacologia
de la nicotina y sus efectos conductuales. Seguidamente se exponen los dos
modelos de aprendizaje utilizados en los experimentos realizados: el laberinto
de agua y la prueba de evitacién activa. Por tltimo, se incluye un apartado que
intenta plantear la relacion entre aislamiento, capacidad de aprendizaje y nivel
de emocionalidad, asi como el posible papel modulador de la nicotina en dicha

relacion.

Tras delimitar el marco tedrico, se estableceran los objetivos e hipétesis
experimentales en el capitulo III. El capitulo IV se dedica a presentar la parte
experimental del presente trabajo, exponiendo los dos estudios realizados con el
objetivo de contrastar nuestras hip6tesis experimentales. El primer estudio
analiza los efectos de las condiciones de alojamiento y de la administracion de
nicotina sobre diferentes tareas de aprendizaje en ratones NMRI que difieren en
su nivel basal de agresividad. Este estudio consta de un primer experimento en
el que se utiliza el laberinto de agua de Morris y de un segundo experimento en
que empleamos el condicionamiento de evitacidn activa. Los datos obtenidos en
este primer experimento han dado origen a una publicacién en la revista

Behavioral Brain Research : “Spatial learning in male mice with different levels
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of aggressiveness: effects of housing conditions and nicotine administration”.

12003; 147:1-8.

En el segundo estudio se evaltan los efectos del aislamiento y de la
administracién de nicotina en el aprendizaje de ratones NMRI que difieren en el
nivel basal de ansiedad. Este estudio comprende dos trabajos experimentales
(Experimentos III y IV). En el tercer experimento estudiamos el aprendizaje
espacial con el laberinto de agua y en el ultimo experimento la adquisicién del
condicionamiento de evitacién activa, comparando grupos de ratones con

niveles bajo, moderado o alto de ansiedad.

En el capitulo V se discuten los resultados obtenidos en los distintos
experimentos y en el capitulo VI se resumen las conclusiones mas relevantes del
presente trabajo. Finalmente, en el capitulo VII se recogen las referencias

bibliograficas de las citas que aparecen a lo largo de todo el trabajo.
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Aislamiento social

1.- AISLAMIENTO SOCIAL

La idea basica de que ciertos aspectos del ambiente, especialmente en fases
tempranas de la vida, pueden tener consecuencias importantes para el desarrollo
adulto posterior es comun en muchas teorias del desarrollo y del aprendizaje. En
etapas criticas del desarrollo, el establecimiento de los circuitos neurales va a
depender de las interacciones especificas entre el organismo y el ambiente. Es
ampliamente conocido que las condiciones ambientales en los periodos previos o
inmediatamente posteriores al destete ejercen efectos complejos y duraderos sobre
la reactividad emocional y capacidades de aprendizaje mostradas posteriormente
por los animales durante su etapa adulta (Valencia-Alfonso y cols., 2004).
Evidencias experimentales indican que las condiciones de alojamiento pueden
tener consecuencias emocionales y neurobiol6gicas en roedores, influir en las
respuestas neuroendocrinas y en la sensibilidad a algunos farmacos asi como en la
respuesta a diferentes estimulos ambientales (Moncek y cols., 2004). Ademaés, se
ha comprobado que los cambios conductuales y fisioloégicos provocados a largo
plazo por las alteraciones sociales tempranas, se hacen mdas patentes bajo
condiciones que implican algun tipo de novedad o desafio para el animal, asi
como en situaciones estresantes y que tienden a provocar reacciones emocionales

(McEwen, 2000).

En roedores, el aislamiento social es uno de los métodos mas utilizados para
evaluar el impacto de las variables ambientales tanto sobre el desarrollo como
sobre la conducta. En modelos animales se ha demostrado que las experiencias
tempranas pueden modificar el comportamiento a largo plazo; aunque este tipo de
efectos son todavia objeto de considerable debate en sujetos humanos (Valencia-

Alfonso y cols., 2004).
El procedimiento de aislar a los animales consiste, generalmente, en

mantener a los sujetos alojados individualmente durante un periodo determinado

de tiempo, el cual puede oscilar desde dias hasta meses en funciéon del modelo
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animal empleado en la investigacién y del procedimiento seguido en el
experimento. Asimismo, cabe sefialar que el aislamiento se puede iniciar en
distintos momentos del ciclo vital, habiéndose observado que cuando dicho
procedimiento comienza después del destete puede provocar cambios profundos
en el desarrollo posterior de los animales (Sanchez y cols., 1998). En estos casos
hablariamos de “cria en aislamiento” (isolation rearing) que conviene diferenciar
del llamado “aislamiento social” (isolation housing) cuando los animales se alojan

individualmente en una etapa posterior (Hellemans y cols., 2004).

Para especies gregarias como las ratas, el contacto social es probablemente
una primera necesidad, por lo que la privacion social o la cria en aislamiento es
mas probable que produzca trastornos endocrinos y conductuales més graves, al
resultar una experiencia estresante en gran medida. En este sentido, el aislamiento
social también se ha aplicado y considerado como un método para inducir estrés
en los animales y su uso se ha hecho extensivo al estudio de alteraciones como la
esquizofrenia (Powell y cols., 2003; Leng y cols., 2004) y los trastornos del estado
de animo (Lapiz y cols., 2003; Schrijver y cols., 2004).

Hay que tener en cuenta que el aislamiento es un fendmeno mucho mas
complejo que la simple separacion de los animales de sus co-especificos; los
animales aislados viven en un ambiente empobrecido y pueden mostrar una
amplia variedad de cambios fisioldgicos (Heidbreder y cols., 2000) y
conductuales (Weiss y cols., 2001; Hellemans y cols., 2004). Se ha sugerido que,
al menos, tres variables diferentes podrian estar implicadas en las posibles
consecuencias del aislamiento social: 1) La privacion maternal a la que se ven
sometidos los animales y que puede regular ciertas conductas posteriores (por
ejemplo, del eje hipotdlamo-hip6fiso-adrenal (HHA); 2) La separacion de los co-
especificos que les priva del contacto social; y 3) La posibilidad de que el
aislamiento se convierta en estresor crénico (Sanchez y cols., 1998). En este
sentido, diversas evidencias sefialan la existencia de un estrés que provoca el
aislamiento per se al evidenciarse diversos cambios endocrinos en los animales
aislados (Sanchez y cols., 1998; Bartolomucci y cols., 2003) los cuales
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Aislamiento social

sefialaremos con mayor detalle mas adelante. Nos parece necesario resaltar que el
aislamiento es un fenémeno global donde pueden interactuar cada una de las
variables sefialadas, y sus consecuencias pueden no ser las mismas que para cada
una de dichas variables por separado, provocando efectos caracteristicos y
especificos que conforman el llamado “sindrome de aislamiento”, cuyas
particularidades expondremos en el siguiente apartado. A continuacién
presentaremos una revisién de los cambios més importantes que tienen lugar tras

el aislamiento social en roedores, tanto a nivel neurobioldgico como conductual.

1.1.- CONSECUENCIAS NEUROBIOLOGICAS DEL AISLAMIENTO.

Se han descrito diferentes alteraciones neurobioldgicas como consecuencia
del aislamiento social en roedores, aunque dependiendo en parte del periodo de
alojamiento individual. A continuacion, se presenta una revision de los principales
cambios, descritos tanto a nivel de sistemas de neurotransmisién como a nivel

neuroendocrino, ademas de otros efectos fisiologicos.

Cambios en diferentes sistemas de neurotransmision

Serotonina: L.a mayor parte de estudios sobre los efectos del aislamiento en
el sistema serotoninérgico se relacionan con la conducta agresiva que expresan los
animales sometidos a este régimen de alojamiento (Van der Vegt y cols., 2001 y
2003; Sakaue y cols., 2002). Generalmente se observa que el aislamiento da lugar
a una reduccion en el metabolismo de la serotonina (5-HT) que depende tanto del
periodo de aislamiento como de la estructura cerebral evaluada (Rilke y cols.,
1998a; Schiller y cols., 2003), aunque algunos estudios también han encontrado
incrementos en dicho metabolismo. Tras el aislamiento en ratas se observé un
descenso del ratio 5-HIAA/5-HT en el nicleo accumbens, estructura de

reconocida implicacion en el refuerzo (Jones y cols., 1992). Heidbreder y
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colaboradores (2000) también mostraron un descenso significativo en los niveles
~basales de 5-HT en el ntcleo accumbens, reduccién que podria explicar, junto con
alteraciones dopaminérgicas, la hiperacﬁvidad mostrada por ratas aisladas. Otros
autores han demostrado que el aislamiento altera la actividad de los receptores
presinapticos 5-HTp en el hipocampo pero no la de los receptores postsinapticos
5-HT ;4 (Muchimapura y cols., 2003).

Los efectos del aislamiento en los receptores serotonérgicos podrian
depender de la duracién del mismo, aunque la persistencia en el decremento
observado en el hipocampo puede indicar una continua pérdida o dafio neuronal
(Schiller y cols., 2003). Después de 4 semanas de aislamiento la densidad de los
receptores 5-HT;4 disminuyé especialmente en las areas corticales lateral frontal,
parietal y entorrinal, en el hipocampo y giro dentado, y en los niicleos basolateral,
basomedial, central y medial de la amigdala, ademas del hipotalamo. Asimismo
los receptores 5-HT2a se redujeron considerablemente en la coérteza frontal, el
hipocampo, y los nucleos accumbens y estriado. Sin embargo, Schiller y
colaboradores (2003) observaron que tras 12 semanas de aislamiento continuaba
disminuida la densidad del 5-HT;a en el hipocampo y en la corteza pero se
apreciaba una recuperacién en la amigdala; en cuanto a las densidades del
receptor 5-HT>4 se encontr6 una recuperacion en la corteza, hipocampo, estriado

y nucleo accumbens.

Acetilcolina: Respecto a las posibles alteraciones neuroquimicas que
subyacen a un periodo de aislamiento social, los cambios en la neurotransmision
colinérgica han sido poco estudiados. Las primeras investigaciones fueron
llevadas a cabo por el equipo de Rosenzweig, quien en los afios 70 evalué6 el
impacto del aislamiento sobre la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) y
sefial6 que la actividad de la AChE por unidad de tejido cerebral es mayor en
animales aislados que en animales cuidados en ambiente enriquecido en todas las
especies testadas. Por su parte, Greenough y sus colaboradores a finales de esa

misma década demostraron la existencia de morfologias neuronales alteradas tras
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el aislamiento (en Lehmann y cols., 2004). En otro estudio se observé un déficit
significativo en la unién de la Acetilcolina (ACh) con su receptor, y en
consecuencia, un aumento de la ACh cortical libre en ratones aislados, cambios
que son consistentes con una reducida eficiencia en la sintesis y el
almacenamiento colinérgico (Esmann, 1971). No obstante, en una investigacion
reciente cuyo objetivo era observar si se producian efectos diferenciales entre
ratas aisladas y agrupadas en el nivel de ACh, tanto basal como tras la
administracién de anfetamina, no se encontraron diferencias en los niveles basales
de dicho neurotransmisor dependientes de las condiciones de alojamiento (Leng y
cols., 2004). Estos datos estarian de acuerdo con los hallados por Jones y
colaboradores (1991), que tampoco muestran diferencias en el nivel de
acetilcolintransferasa (AChT) en el cortex prefrontal de las ratas aisladas y
agrupadas del grupo control. En este sentido, la administracion de anfetamina
increment6 el nivel colinérgico de ambos grupos, tanto en aislamiento como en

alojamiento social (Leng y cols., 2004).

También se han evaluado las consecuencias del aislamiento social en
roedores sobre el sistema colinérgico considerando la posibilidad de que el
deterioro en las funciones colinérgicas observado en la esquizofrenia se
mimetizara en el modelo animal de cria en aislamiento (Lehmann y cols., 2004).
Sus resultados indican que la cria en aislamiento incrementa la densidad de las
fibras colinérgicas en el cortex prefrontal del hemisferio izquierdo y en el cortex
entorrinal del hemisferio derecho, pero no se hallan efectos contralaterales. Estos
autores concluyen que la densidad de las fibras colinérgicas se encuentra regulada
diferencialmente segin las éareas corticales y que su plasticidad estd muy

relacionada con la intervencion de varios sistemas modulatorios.

El sistema colinérgico desempefia un importante papel en las funciones de
aprendizaje y memoria, y el aislamiento puede alterar la actividad colinérgica, la
reactividad a firmacos colinérgicos como la nicotina (Cheeta y cols., 2001), e
incluso anticolinérgicos como la escopolamina (Wongwitdecha y Marsden,

1996a). Estos autores sefialan que la escopolamina deterioro la tarea del laberinto
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de agua en animales agrupados, pero no afect6 la ejecucion de las ratas aisladas,
sugiriendo una menor sensibilidad a los efectos de los farmacos anticolinérgicos

en los animales mantenidos en aislamiento.

GABA: En general, parece que tras un periodo de aislamiento se observan
decrementos en los niveles gabaérgicos. Sherif 'y Oreland (1995) reportan que tras
dos semanas de aislamiento, la conducta exploratoria se suprimia en el laberinto
elevado y en el campo abierto. Recurrieron a la administraciéon de vigabatrina
(antiepiléptico que aumenta los niveles de GABA inhibiendo la funcién de la
GABA-transaminasa) para observar los cambios que se producian en los tests de
ansiedad y encontraron que en el plus maze aumento la exploracion en aislados y
agrupados; en cambio en el campo abierto, inicamente increment6 la conducta
exploratoria en las ratas aisladas. Podria decirse que el aislamiento potencia la
eficacia ansiolitica de la vigabatrina. Guidotti y colaboradores (2001) indican que
el aislamiento social provoca una resistencia a los efectos ansioliticos directos o
indirectos de los farmacos que mimetizan la accidén gabaérgica, como el
pentobarbital; ademads, en aislados el suefio inducido por esta droga es menor que
en los agrupados (Dong y cols., 1999). Serra y colaboradores (2000) aportan que
en los cerebros de ratas aisladas se hallan una reduccién en la funcién de los
receptores GABAa asociada con descensos en las concentraciones de
neuroesteroides. Sefialan una menor eficacia del diazepam en ratas aisladas,
congruentemente con los resultados que sefialan Wongwitdecha y Marsden
(1996Db) en el test de interaccién social. En un estudio més reciente, el equipo de
Serra (2004) ha encontrado que el aislamiento en ratas incrementa la respuesta de
los receptores benzodiazepinicos periféricos, lo que puede reflejar una mayor

sensibilidad a estos receptores provocada por el aislamiento social.

Noradrenalina: Tras el aislamiento se ha descrito, tanto in vivo como in
vitro, un aumento de la funcién de los receptores o2 en el hipocampo dorsal

(Fulford y Marsden, 1997ab). También se ha observado un aumento de la
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conducta exploratoria de la rata tras la administracion de una neurotoxina (DSP-4)
que reduce los niveles centrales de noradrenalina al destruir selectivamente las
proyecciones desde el nicleo accumbens (Lapiz y cols., 2001). Ademas, el
aislamiento parece disminuir la funcién noradrenérgica pre-siniptica en el
hipocampo, pero la eleva en la amigdala (Lapiz y cols., 2003). Diversos estudios
sugieren que en el sistema atencional se producen efectos diferenciales
dependiendo del régimen de alojamiento (Lapiz y cols., 2000, 2001). En ratas
aisladas se observan cambios que sugieren una mayor atencion hacia el ambiente
general que ante estimulos especificos. Estos cambios se agudizan con la
aplicacion de la neurotoxina DSP-4 indicando una mayor vulnerabilidad de las

ratas aisladas a la reduccion noradrenérgica (Lapiz y cols., 2000).

Dopamina: Muchos de los cambios conductuales inducidos por el
aislamiento se han relacionado con modificaciones en la funcién del sistema
dopaminérgico mesolimbico (Robbins y cols., 1996). En particular, la hiper-
reactividad conductual a los estimulos activadores se ha vinculado con un

incremento en la liberacién de dopamina en el estriado dorsal y ventral.

Es ampliamente conocido que las experiencias tempranas de estrés pueden
alterar la sensibilidad al refuerzo y a los estimulos aversivos tanto en animales
como en humanos. El aislamiento después del destete provoca un incremento en
las respuestas conductuales tanto a los reforzadores primarios como a los
estimulos que inducen recompensa (Jones y cols., 1990). Un estrés agudo o a
corto plazo como puede ser el aislamiento social parece incrementar la motivacion
hacia la bisqueda de refuerzo (Coudereau, 1999). Se ha sugerido que los cambios
en la sensibilidad a la recompensa pueden convertirse en una respuesta adaptativa
del organismo que le permite mantener sus necesidades cubiertas y mantener un
equilibrio entre experiencias positivas y negativas. Por ejemplo, el estrés provoca
en el animal una mayor reactividad, probablemente para compensar el estado
negativo. Ello se aprecia claramente en los animales aislados que muestran una

mayor preferencia por un ambiente novedoso (Sahakian y cols., 1977; Hall y

27



Aislamiento social y aprendizaje en ratones NMRI...

cols., 1997a) o por el agua azucarada y la comida (Hall y cols., 1997ab) aunque
parece ser que bajo circunstancias menos estresantes la sensibilidad al refuerzo

desciende de nuevo.

Seglin otras investigaciones las ratas aisladas responden mas a estimulos
asociados con la recompensa (Coudereau, 1999). Estudios post-mortem han
encontrado en ratas aisladas un incremento en las concentraciones de dopamina en
la corteza prefrontal (Matsuda y cols., 2001) asi como niveles elevados de
dopamina en el nucleo accumbens (Hall y cols., 1998). Los datos neuroquimicos
disponibles indican claras alteraciones de los animales criados en aislamiento en
la funcién presinédptica de la dopamina, pero no son tan concluyentes respecto a la
funcién postsinaptica (Powell y cols., 2003). En otras investigaciones se ha
encontrado un marcado deterioro de la inervacion dopaminérgica mesocortical en
animales privados de interaccion social y se hipotetiza que el deterioro dendritico
observado en la corteza prefrontal puede estar ocasionado, al menos en parte, por
una disfunciéon dopaminérgica (Pascual, 2002). Sin embargo, en un estudio
reciente, no se observaron alteraciones en los receptores D2 en ratas después de 2

meses de aislamiento (Del Arco y cols., 2004).

Opidceos enddgenos: El aislamiento, al igual que la derrota social, induce
una activacion del sistema de opidceos endégenos (Smith y cols., in press). Los
ratones aislados parecen ser menos sensibles a los efectos de la analgesia inducida
por opidceos y tienden a autoadministrarse cantidades mayores de morfina y de
heroina que los animales agrupados (Coudereau y cols., 1997a; Broseta y cols.,
2005). En el condicionamiento de preferencia de lugar (CPL) se observd un
deterioro en el aprendizaje de las propiedades reforzantes de la metanfetamina
(Wogwitdecha y Marsden, 1995) y también de la morfina (Wongwitdecha y
Marsden, 1996c). En este mismo sentido, Coudereau y colaboradores (1997b)
encontraron que una dosis de 100 mg/kg de morfina no indujo el CPL en los
ratones aislados y si lo hizo en agrupados a una dosis de 8 mg/kg , aunque este

deterioro fue reversible al reagrupar a los animales. El aislamiento también
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deterior¢ la eficacia reforzante de la cocaina por via intravenosa (Phillips y cols.,
1994a) o de la d-anfetamina intra-accumbens (Phillips y cols., 1994b). Se han
sugerido diversas hipétesis para explicar los posibles mecanismos implicados en
las diferencias de las propiedades reforzantes de las drogas de abuso en ratones
aislados y agrupados. Ratones NMRI aislados mostraron una alta preferencia por
el consumo de agua azucarada (Coudereau y cols., 1999). Esta preferencia podria
ser explicada, al menos en parte, por una alteracion en la liberacién de dopamina
en los animales aislados, aunque 1o puede descartarse la implicacién de otros
sistemas de neurotransmision como la serotonina al encontrarse un descenso del
ratio S-HIAA/5-HT en el nucleo accumbens, estructura de reconocida implicacion
en el refuerzo (Jones y cols., 1992). Una segunda hipétesis podria ser que el
metabolismo (o la absorcion) de la morfina y su transporte a través de la barrera
hematoenceféalica fuera diferente en ratones aislados que en agrupados; Coudereau
y colaboradores (1999) encontraron niveles de morfina y de uno de sus
metabolitos (M3G) mads bajos en ratones aislados que en agrupados, lo que indica
que es posible que el aislamiento provoque una diferente predisposicion a las
sustancias de abuso. En un estudio reciente, Smith y colaboradores (in press) no
han encontrado diferencias en la CPL inducida por morfina entre ratones aislados
y agrupados en ambiente enriquecido, aunque si obtienen evidencias que sugieren
una densidad reducida de los receptores opiodes p tras un periodo de aislamiento
de 6 semanas desde los 21 dias de edad sugiriendo que probablemente, en
respuesta al ambiente social, tienen lugar multiples adaptaciones celulares. Una
tercera posibilidad es que el aislamiento deteriore la capacidad de los ratones
aislados para asociar la textura del suelo de la caja de CPL con el refuerzo de la
morfina; hipdtesis que no parece tener suficiente base puesto que el aislamiento
no provoca un déficit generalizado en el aprendizaje al no mostrarse deterioro ni
en el laberinto de agua (Wongwitdecha y Marsden, 1996a) ni en la prueba de
evitacion pasiva (Coudereau y cols., 1997b). Recientemente, Broseta y
colaboradores (2005) obtienen en ratones aislados menores signos de dependencia
a la morfina que los ratones agrupados. Parece que los animales alojados

individualmente poseen un nivel més elevado de opiidceos endégenos, que les
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hace menos sensibles a los efectos de la morfina, tolerar mayores cantidades y

~ requerir mayor cantidad de droga para obtener los mismos efectos.

Los desequilibrios neuroquimicos producidos por el aislamiento parecen
contribuir a la respuesta exagerada de las ratas aisladas a los estimulos novedosos
o peligros potenciales, asi como provocar una amplia variedad de cambios
conductuales (Lapiz y cols., 2003). Los estudios del equipo de Schiller y sus
colaboradores (2003) sefialan que se trata de cambios adaptativos dependientes

del periodo de aislamiento y de la estructura cerebral modificada.

Cambios neuroendocrinos

Las caracteristicas y la cantidad de individuos con los que se convive
‘parecen tener un fuerte impacto sobre las reacciones frente al estrés. El estrés
crénico generado por las condiciones inadecuadas de alojamiento (hacinamiento,
inmovilidad, aislamiento social) puede provocar cambios a largo plazo en la
regulacion de los sistemas hipotdlamo-hipéfiso-adrenal (HHA): hipercortisolemia,
aumento en la capacidad de sintesis de esteroides, sensibilidad de las glandulas
adrenales a la ACTH, la CRH y la vasopresina (Valencia-Alfonso y cols., 2004).

En los estudios respecto a las posibles alteraciones en el eje HHA tras el
aislamiento se obtienen resultados conflictivos. Sanchez y colaboradores (1995,
1998) han descrito una hipofuncionalidad de dicho eje neuroendocrino tras el
aislamiento al observar una reduccion de la corticosterona basal en las ratas
aisladas. También detectaron una actividad reducida de las neuronas del nucleo
paraventricular del hipotalamo (NPV) y del area predptica lateral (APL), aunque
no fue asi en estructuras adyacentes. Tras la estimulacién de la amigdala medial
también hallaron respuestas alteradas en dichos nucleos. Estos resultados, junto
con los cambios del eje HHA, sugieren una alteracion del eje limbico-hipotalamo-

hipé6fiso-adrenal tras periodos de aislamiento como resultado de una alteracién del
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sistema limbico, especificamente en la amigdala y sus vias hacia el NPV (Sanchez
y cols., 1995). No obstante, tras el aislamiento social en ratas, otros autores
encuentran un incremento en la activacion del eje HHA que finalmente se traduce
en una mayor secrecion de glucocorticoides suprarrenales, con la consiguiente
hipercortisolemia. Esta sobreactivacion neuroendocrina puede tener como
consecuencia una disminuciéon significativa de receptores para los

glucocorticoides en las neuronas hipocampales (Pascual, 2002).

Un aumento sostenido de glucocorticoides se ha relacionado con atrofia
dendritica y muerte neuronal en algunas regiones del hipocampo, como la CA3
(Magarifios y cols., 1997) y ademas ha demostrado ir acompafiado de déficits
cognitivos en el aprendizaje y memoria relacional o declarativa (McEwen, 2000)
y puede ser el resultado de un estrés psicosocial grave y prolongado. Asimismo,
es probable que las secuelas por experiencias traumaticas sean ocasionadas por un
incremento de glucocorticoides circulantes, generando finalmente alteraciones en
el desarrollo neuronal. Los glucocorticoides modulan también la excitabilidad de
las neuronas hipocampales de manera reversible y bifésica, por lo que influyen
sobre la magnitud de la potenciacion a largo plazo y también son capaces de
provocar depresion a largo plazo (Valencia-Alfonso y cols., 2004). Se ha
demostrado que los efectos acumulativos de dafio hipocampal por corticosteroides
ocasionan anormalidades endocrinas, alteraciones cognitivas y una mayor
vulnerabilidad frente a episodios futuros de enfermedad, especialmente de tipo
emocional (Valencia-Alfonso y cols., 2004). Los déficits sobre la memoria
episodica y espacial dependeran, en gran medida, de la intensidad y duracién de la

exposicién a los acontecimientos estresantes.

Sin embargo, también se ha observado que la corticotropina, los
glucocorticoides, la vasopresina, la epinefrina y la norepinefrina, a dosis bajas,
pueden tener un efecto facilitador de la memoria, aunque a dosis altas la impidan
(McGaugh, 2002). Por ejemplo, se han descrito como efectos de la CRH
(hormona liberadora de corticotropina) un descenso en la exploracién de

ambientes desconocidos, pero un aumento de la actividad en ambientes familiares,
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incrementos en el condicionamiento de miedo y alteraciones en aprendizaje y
memoria (Steckler y Holsboer, 1999). Asimismo, como respuesta adaptativa a la
amenaza, la CRH aumenta el conjunto de conductas relacionadas con la lucha y la
supervivencia. En este sentido, Haller y Halasz (1999) demostraron que un
estresor suave diario tenia efectos protectores contra los efectos del aislamiento.
Parece que las respuestas frente al estrés son un intento del organismo de
mantener la homeostasis. Las respuestas a un estrés agudo o suave pueden ser
interpretadas como beneficiosas o con propiedades reforzantes para el individuo
(Valencia-Alfonso y cols., 2004). En general, se acepta que un grado de estrés
excesivo puede llegar a provocar efectos perjudiciales, como dafio neuronal o
déficit de aprendizaje y memoria, mientras que un grado de estrés ligeramente
elevado puede favorecer las funciones cognitivas y no causar dafios en la
poblacion neuronal (de Kloet, 2000). Una explicacion plausible para este hecho
podria ser que la memoria se halla regulada por los corticosteroides de manera
dosis-dependiente en forma de U invertida (Moncek y cols., 2004), y la ejecucién
optima sucede cuando las concentraciones de corticosterona se encuentran en el

pico de la curva.

Cambios en la sensibilidad a farmacos

El impacto del aislamiento y las condiciones de alojamiento de los animales
en la eficacia de los farmacos y otras sustancias psicoactivas es considerado
actualmente un tema de gran relevancia del que se derivan implicaciones tanto
tedricas como practicas. Es bien conocido en roedores, que una experiencia social
temprana puede modificar los efectos conductuales de algunos farmacos (Cheeta y
cols., 2001; Smith y cols., 2003). En este sentido, recientemente se ha enfatizado
en la necesidad de prestar atencion a las condiciones de alojamiento previamente a
la administracién de farmacos o de cualquier zest conductual (Karolewicz y Paul,
2001; Majercsik y cols., 2003). Obviamente, los efectos tan discutidos de las
diferencias individuales, asi como el tipo de estresor y la sensibilidad ambiental al

mismo interfieren con el efecto de los farmacos (Jéhkel y cols., 2000).

32



Aislamiento social

Karolewicz y Paul (2001) sefialan que los ratones alojados individualmente
presentan menor sensibilidad a los efectos de farmacos antidepresivos en la
prueba de nataciéon forzada y en la prueba de suspension por la cola (fail
suspension test) que aquellos alojados en grupo. Haller y colaboradores (2000) en
un estudio con buspirona indican que el aislamiento parece ser un factor que
incrementa la eficacia de los firmacos serotoninérgicos. Majercsik y
colaboradores (2003) también hallan efectos diferenciales en los efectos de la
buspirona entre ratas aisladas y agrupadas, siendo mayor el efecto ansiolitico en
ratas aisladas. En este mismo sentido, estudios previos sefialaban que los efectos
conductuales de distintos firmacos serotoninérgicos se veian aumentados
considerablemente por periodos de aislamiento de diferentes duraciones (Wright y
cols, 1991; Motta y cols., 1992; Fone y cols., 1996). También se ha sefialado que
las experiencias sociales anteriores alteran los efectos del clordiacepéxido sobre el
comportamiento agresivo en ratones macho y que ratones criados para presentar
una agresividad alta o baja presentan diferencias en las sensibilidad a este formaco
(Ferrari y cols., 1997). Jahkel y colaboradores (2000) también encontraron una
respuesta al diazepam influenciada por las condiciones de alojamiento: en ratones
seleccionados por su alta actividad, aislados durante 3 o 6 semanas dicho farmaco
provocé un aumento en su actividlad motora. Previamente, Wongwitdecha y
Marsden (1996b) habian sefialado que el aislamiento modificaba la respuesta al
diazepam, aunque éste disminuia la conducta agresiva provocada por la cria en

aislamiento.

Generalmente, se ha propuesto que los animales aislados son hiperactivos en
respuesta a un ambiente novedoso aunque los resultados encontrados son dispares.
Algunos investigadores han sefialado que los animales aislados no parecen diferir
con los agrupados respecto a los efectos locomotores de los psicoestimulantes
(Jahkel y cols., 2000; Weiss y cols., 2001); sin embargo, otros autores han
sugerido que las ratas aisladas son mas sensibles a los efectos de algunos de ellos
(Jones y cols., 1992; Hall y cols., 1998; Howes y cols., 2000). Por ejemplo, en un

estudio de Bardo y colaboradores (1995) los animales aislados incrementaron la
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susceptibilidad a desarrollar sensibilizacién a los efectos de la anfetamina tras

repetidas inyecciones.

Otros cambios neurobioldgicos

Se han descrito cambios en estructuras cerebrales tras diferentes periodos de
aislamiento social. En una investigacion acerca de los efectos del aislamiento en el
cerebelo de ratas Sprague-Dawley se demuestra que las experiencias tempranas
adversas, alteran de manera permanente el desarrollo estructural de las células de
Purkinje, hipotetizandose que el deterioro cerebeloso podria ser uno de los
sustratos neuroanatdmicos involucrados en los trastornos provocados por
experiencias tempranas adversas, como el aislamiento social (Pascual, 2001). En
un trabajo posterior, se observd que las ratas aisladas mostraron un menor
porcentaje de dendritas en la corteza prefrontal, asociado a un incremento de la
expresion del péptido intestinal vasoactivo que actiia como factor promotor de la
diferenciacién y plasticidad neuronal, por lo que es posible que su incremento sea
un mecanismo compensatorio para minimizar los potenciales efectos del
aislamiento sobre el desarrollo dendritico (Pascual, 2002). Ademas, también se ha
demostrado un deterioro en la arborizacion dendritica, modificaciones en el
numero de sinapsis por neurona, una disminucién significativa de neuronas
gabaérgicas, y una reduccion significativa de la inervacion catecolaminérgica
(Pascual y cols., 2003). La corteza prefrontal participa en la regulacion del estado
emocional del individuo (LeDoux, 2000) y su disfuncién podria dar cuenta de
distintas alteraciones emocionales como los trastornos de ansiedad. De este modo
se sugiere que un entorno social no favorable podria generar alteraciones
permanentes en la corteza prefrontal, asociadas a trastornos del comportamiento
emocional (Pascual y cols., 2003).

Se han observado también diversos cambios fisiologicos en animales

aislados, como alteraciones en el control de la temperatura corporal (Kim y

Kirpatrick, 1996) e incluso hay algiin modelo animal que provoca hipertermia por
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estrés en ratones y se interpreta en términos de miedo anticipatorio debido un
acontecimiento aversivo. Se ha observado que el aislamiento de 1, 5 o 15 dias no
es suficiente para inducir un aumento de la temperatura basal, aunque la mayoria
de estudios encuentran un aumento de la temperatura (Frances y cols., 1981) y
concluyen que la hipertermia por estrés es mas susceptible a la habituacién en
animales aislados que en agrupados pero que parece un buen modelo para probar

el potencial ansiolitico de algunos farmacos (Van der Heyden y cols., 1997).

También se han descrito cambios en el funcionamiento del sistema inmune
tras el aislamiento. Durante el estrés se activa el eje HPA y se incrementan los
niveles de glucocorticoides circulantes, lo que puede dar como resultado
alteraciones de la funcién inmunitaria, mayor susceptibilidad a las infecciones y
desarrollo de neoplasias (Valencia-Alfonso y cols., 2004). Stefanski y cols. (2001)
investigaron los efectos del alojamiento diferencial en el sistema inmune de ratas
Long Evans, encontrando que el ambiente social de las madres durante el
embarazo y la lactancia podria afectar a la cantidad de células del sistema inmune

en las crias macho, aunque permanezcan alojadas individualmente.
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1.2.- CONSECUENCIAS CONDUCTUALES DEL AISLAMIENTO

En roedores, el aislamiento provoca importantes cambios a nivel
conductual, que pueden observarse incluso a largo plazo (Hall y cols., 1998).
Dichos efectos forman parte del denominado “sindrome de aislamiento”
caracterizado por un incremento tanto de la actividad motora espontanea (Gentsch
y cols., 1988; Weiss y cols., 2001) como de las respuestas motoras de adaptacion a
un ambiente novedoso (Heidbreder y cols., 2000; Hellemans y cols., 2004). Los
animales criados en aislamiento muestran ademés un deterioro en los procesos

sensorio-motores de recepcion de estimulos (Weiss y Feldon, 2001).

Reactividad al ambiente y conducta exploratoria: Se ha observado que los
animales criados en aislamiento son més reactivos a las manipulaciones que tienen
lugar comiinmente en los laboratorios durante la investigacion: la rutina de
limpieza de cajas, el manejo por parte del cuidador o experimentador, etc. En un
estudio en el que se compararon ratas aisladas y agrupadas, se observaron
incrementos en la medida de la presion arterial y de la tasa cardiaca en periodos
entre tests conductuales (Sharp y cols.,, 2002). La mayor reactividad de los
animales aislados a la limpieza de sus jaulas también se refleja en el aumento de la
temperatura en respuesta a la exploracion del nuevo lecho (de Jong y cols., 2005).
Sharp y colaboradores (2002) también pusieron de manifiesto que los animales
alojados individualmente eran mas activos en un test de campo abierto. Los datos
de este estudio parecen sugerir que el aislamiento provoca una hiper-reactividad
frente a estresores suaves y que esa mayor responsividad no aparece unicamente
en respuesta a la novedad, sino que también se pone de manifiesto en los periodos
de descanso (de Jong y cols., 2005). Recientemente se ha abierto un debate sobre
cuénto tiempo de aislamiento es necesario para inducir dicha reactividad. Algunos
autores sugieren que con un corto periodo es suficiente, mientras que otros
afirman que dicho efecto sélo se observa cuando los animales son mantenidos en
aislamiento desde el destete. En este sentido, Hellemans y colaboradores (2004),

sugieren que la duracion del periodo de alojamiento individual es el factor critico
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que determinara la expresion del sindrome de aislamiento. Tras tres semanas de
aislamiento en ratas, Lapiz y cols., (2000) observaron una mayor actividad
locomotora y mayor conducta de rearing asi como mayor distancia recorrida en el

campo abierto, por lo que asocian la hiperactividad a una mayor exploracién.

En contraste con los datos que hemos puesto de manifiesto, en un estudio
realizado utilizando también el test de campo abierto, los animales criados en
aislamiento muestran una notable reduccion de la conducta exploratoria. Las ratas
aisladas presentan menor impulso a aventurarse en ambientes desconocidos, que
contrasta con la complejidad del camino que recorren las ratas que habian
permanecido agrupadas durante el mismo periodo de tiempo (Pascual, 2002; ver
Figura 1-1). La conducta de los animales controles se inicia con un
comportamiento cauteloso en una primera fase para luego mostrar intensa
exploracién; en cambio, las ratas sometidas a privacién social realizan un
recorrido exploratorio minimo, girando frecuentemente sobre si mismas. Esta
conducta se ha relacionado con extrema ansiedad y una interpretaciéon del
ambiente como potencialmente peligroso (Hilakivi y cols., 1989). En el mismo
sentido, Lapiz y colaboradores (2000) utilizando la misma prueba conductual
indican una habituacion reducida de las ratas aisladas a la arena experimental. En
otro estudio, Jihkel y cols. (2000) investigaron los efectos del aislamiento en
ratones NMRI evaluando tres factores en el campo abierto: actividad, exploracién
e irritabilidad. El aislamiento provocé un incremento de la actividad y de la
irritabilidad, pero produjo un descenso de la conducta exploratoria. Estos efectos
fueron mas acusados con un aislamiento a largo plazo, ya que los ratones aislados
durante mas tiempo fueron mas activos pero exploraron el campo abierto de

manera menos efectiva.
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Figura 1-1. Exploracion en el test de campo abierto. A, B, y C: trazados recorridos por ratas
del grupo aislado ; D, E, y F: trazados recorridos por animales del grupo control . Tomado de
Pascual y cois., 2002.

Los discrepantes resultados obtenidos en el test de campo abierto muestran
diferencias respecto a la metodologia empleada: las caracteristicas del aparato de
campo abierto difieren entre estudios, también hay diferencias en el
procedimiento, la duracién del aislamiento, la cepa empleada, la edad de los
animales, etc. Por ejemplo, en un estudio reciente se sefiala que en esta prueba la
conducta mostrada por los animales depende en mayor medida de la edad de los
sujetos en el momento del aislamiento y no tanto de la duracion misma del

periodo de aislamiento (Arakawa, 2003).

Conducta agresiva: Uno de los efectos mas ampliamente documentados
provocados por el alojamiento individual es el incremento de los niveles de
agresividad. De hecho, el aislamiento social es el método usado con mayor
frecuencia para inducir en los ratones conductas de lucha (Miczek y cois., 2001).
Una amplia variedad de investigaciones sefialan un marcado incremento en la

conducta agresiva en ratones tras diferentes periodos de aislamiento (Scott, 1966;
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Rodgers y Colé, 1993; Gariépy y cois., 1995; Sandnabba, 1996). Parece ser que la
conducta agresiva provocada por aislamiento sufre cambios dependiendo de la
duracién del mismo y llega a su incremento maximo entre las 3 y las 6 semanas de

alojamiento individual (Rilke y cois., 1998a).

Hood y Caims (1989) examinaron la influencia del medio de crianza en el
desarrollo del fenotipo agresivo en dos cepas de ratones. El medio de crianza fue
el aislamiento social desde la terminacion del destete al final de la 3a semana. Al
someterlos a una primera prueba de conducta agresiva durante la 6a semana de
edad (Figura 1-2) se observa que entre ratones aislados y agrupados hay una gran
diferencia en la frecuencia de ataque entre las dos cepas. En cambio, si la crianza
se realiza en grupos las diferencias desaparecen, mostrando la influencia del

medio social en el desarrollo de la agresion en ratones.
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Figura 1-2: Frecuencia de ataque en dos lineas de ratones seleccionados como alta y baja
agresion. Las barras negras pertenecen a la conducta agresiva de los animales aislados; a la
derecha se aprecia la de los animales agrupados. Tomado de Hood y Caims (1989)
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Los efectos del aislamiento en la conducta agresiva difieren segun la cepa,
el sexo de los animales, y la edad a la que se produce la separacioén. Por ejemplo,
Blanchard y cols., (2001) advierten que el aislamiento social resulta mucho mas
estresante para las ratas hembra que para los machos, ya que para éstos es mas
estresante el alojamiento en grupos. En cambio, para las ratas hembra los
encuentros agresivos son poco estresantes, desarrollando poca conducta agresiva
tras el aislamiento, aunque pueden mostrar un tipo especial de conducta agresiva
en defensa de la camada, la agresion maternal (Ferreira y cols., 2002). El
aislamiento también tiene efectos en el desarrollo de la conducta impulsiva. En un
estudio en ratas de Hellemans y colaboradores (2004) se observa que el
aislamiento durante 3 meses afect6 la impulsividad cognitiva (entendida como la
preferencia por una pequefia pero inmediata recompensa versus una recompensa
mayor pero demorada) pero no a la impulsividad motora (entendida como mostrar
respuestas rapidas e imprecisas, es decir, fracasar en realizar una conducta
inhibitoria).

Schutz y colaboradores (1978) encontraron que las ratas vencedoras en una
situacién de competicion para obtener comida en un campo abierto, mostraban
menor actividad motora y mayor reactividad emocional (medida por el ratio de
defecaciones) que las ratas perdedoras. En ratones, Schuller y Renne (1988)
hallaron que los mas agresivos mostraban una reactividad emocional menor y una
actividad locomotora incrementada. Ferrari y colaboradores (1998) indican
también que tanto los machos que se habian mostrado mas agresivos en
encuentros diadicos, como los ratones aislados mostraban niveles mas altos de
ansiedad en el laberinto elevado (bajo porcentaje de entradas y de tiempo en
brazos abiertos) que aquellos no agresivos o que estaban alojados en grupo.
Ademas, Peres y Leite (2002) examinaron la influencia del estatus social (perder o
ganar en una situacién de competicion) en la conducta de las ratas en 3 tests de
ansiedad: las ratas ganadoras tuvieron una mayor actividad locomotora que las
perdedoras en el laberinto elevado, el campo abierto y el test de interaccion social.

Barnard y Luo (2002) encontraron que el estatus social también influia en la
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ejecucion de un laberinto radial; los ratones dominantes realizaban la prueba

mejor que los subordinados.

Ansiedad: En roedores, la cria en aislamiento induce cambios en el nivel de
ansiedad medido en diferentes pruebas conductuales (Serra y cols., 2000; Lodge y
Lawrence, 2003). Al igual que otras alteraciones emocionales, la ansiedad tras el
aislamiento correlaciona con diversos cambios neuroquimicos que sefialaremos
con detalle en el siguiente apartado, especialmente en regiones cerebrales
asociadas a la integracion del procesamiento emocional como el complejo
amigdalino, la sustancia gris periacueductal, locus coeruleus, el hipotalamo
ventral, el tilamo y determinadas regiones corticales (Sandford y cols., 2000;
Lodge y Lawrence, 2003). Se han descrito diferencias entre ratas aisladas y
agrupadas en los niveles de CCK y dopamina en aquellas regiones cerebrales
asociadas con la ansiedad y la recompensa (Fendt y Fanselow, 1999; Lodge y

Lawrence, 2003).

A nivel conductual, la prueba mas ampliamente utilizada para evaluar
cambios en el nivel de ansiedad es el laberinto elevado en forma de cruz (plus
maze). Este test, validado por Pellow y colaboradores (1985) para ratas y por
Lister (1987) para ratones, permite detectar los efectos ansioliticos o ansiégenos
de farmacos o de otras manipulaciones conductuales. Tras el aislamiento social se
han descrito tanto incrementos en el nivel de ansiedad (Ferrari y cols., 1998) como
efectos ansioliticos (Hilakivi y cols., 1989; Rodgers y Cole, 1993), e incluso una
ausencia total de efectos sobre la ansiedad (Lapiz y cols., 2001; Manzaneque y

cols., 2002).

Generalmente, en ratas, diversos estudios encuentran un efecto ansiégeno
del aislamiento. Maisonnette y colaboradores (1993) mostraron que simplemente
2 horas de aislamiento ya inducen cambios indicadores de ansiedad en el laberinto
elevado. El estrés producido por un aislamiento prolongado disminuyé el

porcentaje tanto de entradas como de tiempo en brazos abiertos en ratas macho
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(Overstreet y cols., 1992). Consistentemente con estos resultados, otros estudios
también aportan una menor actividad en los brazos abiertos del plus maze (Parker
y Morinan, 1986; Wright y cols., 1991). Molina-Herndndez y colaboradores
(2001) indican que las ratas alojadas en aislamiento durante 20 dias muestran una
mayor conducta de miedo en el laberinto elevado que las agrupadas, si bien en
periodos mas largos de aislamiento (50 o 70 dias) no se observan efectos en dicha
prueba. Pascual su equipo (2003) confirman que el aislamiento social en ratas
induce un perfil ansiégeno que se refleja en el menor numero de entradas
realizadas a los brazos abiertos y en el menor tiempo pasado en ellos respecto a
los animales agrupados. Ademas, este trastorno parece perdurar aunque su causa
original (el aislamiento social) ya no se encuentre presente, ya que se sigue
manifestando cuando los animales son re-agrupados. Sin embargo, y en un sentido
opuesto al de los autores citados, los estudios de Fone y colaboradores (1996)
indican que los animales aislados no muestran un perfil ansiégeno comparados

con las ratas controles.

En ratones aunque también se ha puesto de manifiesto este perfil indicador
de incrementos en la ansiedad, los resultados tampoco son undnimes. Ferrari y
colaboradores (1998) observaron que tras un periodo de aislamiento de 24 h los
animales mostraban una ansiedad elevada; al igual que Haller y Halasz (1999) que
describieron resultados similares, ya que los ratones pasan menos tiempo en los
brazos abiertos del laberinto elevado, aunque en un estudio posterior los autores
no encuentran que el aislamiento per se afecte a los niveles de ansiedad en el plus
maze (Haller y cols., 2004) pero si hallan respuestas de ansiedad incrementadas en
el test de interaccidn social, lo que sugiere que la interaccion social podria ser mas
sensible a los efectos del aislamiento. También observaron que el aislamiento
aumento los efectos ansioliticos de la buspirona en ambas pruebas conductuales
(Haller y cols., 2004). Sin embargo, otros autores no encuentran un efecto claro
del aislamiento sobre los niveles de ansiedad. Manzaneque y colaboradores
(2002) observan que un aislamiento de 7 dias no produce efectos en la ansiedad
en los ratones tratados con vehiculo, aunque si modific6 la respuesta al

tratamiento con clozapina. A pesar de estas observaciones, algunas
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investigaciones sugieren que el aislamiento podria tener efectos ansioliticos en
ratones. En este sentido, Hilakivi y colaboradores (1989) observan en ratones
macho una preferencia por los brazos abiertos y un aumento en la conducta social
provocadas por un periodo de aislamiento menor de 3 semanas. En un estudio mas
reciente, ratones macho aislados pasaron mas tiempo en los brazos abiertos del
plus maze que los agrupados después de 4 meses de aislamiento, lo que sugiere

una disminucién de la ansiedad (Guo y cols., 2004).

Ademas de la especie, hay que tener en cuenta que los resultados
conflictivos obtenidos en los distintos estudios podrian atribuirse a diferentes
factores: especie, cepa o sexo de los animales empleados; la duracién y pauta del
aislamiento y a los procedimientos de manejo de los animales asi como a la
intensidad de la luz empleada (Holson y cols., 1991; Hall y cols., 1997ab; 1998;
Lapiz y cols., 2001). También habria que considerar la diferente sensibilidad de

las pruebas conductuales utilizadas (Haller y cols., 2000).

Aprendizaje: Se ha sugerido que la cria en aislamiento puede producir
cambios en las habilidades de aprendizaje de los animales (Robbins y cols., 1996;

Heidbreder y cols., 2000) aunque las investigaciones ofrecen datos

contradictorios.

Algunos estudios sugieren un claro deterioro de la capacidad de aprendizaje
tras un periodo de aislamiento de duracién variable. En ratones bloqued el
condicionamiento de preferencia de lugar inducido por morfina (Coudereau y
cols, 1997b), aunque este condicionamiento se consiguié al reagrupar a los
animales durante 2 o 4 semanas. En el condicionamiento de evitacién activa,
Valzelli (1973) observé un deterioro en el aprendizaje de ratones aislados
agresivos. Essman (1971) también sefiald que ratones aislados mostraron una
respuesta de evitacion empobrecida al compararlos con los agrupados, aunque la

respuesta de escape no sufri6 alteraciones. En una tarea de evitacién pasiva, ratas
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Sprague-Dawley aisladas mostraron latencias de retencién mas bajas que las
agrupadas 24 hr después del entrenamiento (Del Arco y cols., 2004). También se
han encontrado déficits en el aprendizaje espacial, en el laberinto radial (Juraska
y cols., 1984) y en el laberinto de agua en ratas inmediatamente aisladas después
del destete (Hellemans y cols., 2004). Wade y Maier (1986) también encontraron
deterioro en el laberinto de agua tras el aislamiento, aunque los efectos pudieron

verse influidos por una exposicion a un sonido fuerte previo a la prueba espacial.

Otras investigaciones no encuentran efectos significativos del alojamiento
en régimen de aislamiento en la ejecucion de diferentes tareas de aprendizaje. En
ratones NMRI macho, un periodo de aislamiento de 30 dias no provocd
diferencias entre ratones aislados y agrupados ni en el aprendizaje de lugar ni en
el probe trial de la tarea del laberinto de agua; tampoco encontraron diferencias ni
en la adquisicién ni en la retencién de una tarea de evitacion pasiva (Coudereau y
cols., 1997b). En ratas Wistar, la cria en aislamiento no afecté el aprendizaje de
una tarea de autoformas (Molina-Herndndez y cols., 2001). Un ambiente
enriquecido mejord en ratas el aprendizaje espacial en el laberinto de agua de
Morris independientemente de las condiciones de alojamiento (Schrijver y cols,
2004).

En contraste con los datos previos sefialados, algunos estudios sugieren
efectos positivos del aislamiento social en el aprendizaje. En ratas macho, Lapiz y
colaboradores (2001) demostraron un efecto facilitador del aislamiento de la
retencion en el laberinto de agua de Morris. En otro estudio, ratas criadas en
aislamiento fueron menos sensibles a los efectos deteriorantes de la escopolamina
en el aprendizaje del laberinto de agua (Wongwitdecha y Marsden, 1996a). Estos
mismos autores demuestran un efecto facilitador del aislamiento en ratas en la
adquisicién del aprendizaje de lugar en el laberinto de agua de Morris. Lapiz y
colaboradores (2001) encontraron que las ratas aisladas recordaron con mas
precision el lugar donde se habia situado la plataforma, porque éstas entraron mas
veces en el lugar exacto donde antes se situaba la plataforma, aunque no

obtuvieron efectos en la adquisicion del aprendizaje espacial. El aislamiento
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también podria mejorar el aprendizaje en el condicionamiento de preferencia de
lugar (Douglas y cols., 2003), el condicionamiento apetitivo (Harmer y Phillips,
1998ab) y el condicionamiento clasico (Phillips y cols., 2002). Una aportacion
mads reciente de Schrijver y colaboradores (2004) refleja que el aislamiento alterd
el aprendizaje inverso en una tarea de discriminacion (two choice discrimination
task) pero no el espacial en el laberinto de agua. Estos autores sefialan que cuando
se halla deterioro en la navegacién en el laberinto de agua en sujetos alojados
individualmente, es muy probable que sea debido a efectos no cognitivos
(conducta de tigmotaxis o de flotacion) o a respuestas de perseveracion por parte
del animal que si pueden ser inducidas por el aislamiento (Robbins y cols, 1996;

Hall, 1998).

El aislamiento puede no alterar las formas simples de aprendizaje espacial o
discriminativo, pero no sucede asi en aquellas tareas que requieren la inhibicion
de alguna conducta previamente reforzada, como por ejemplo, el aprendizaje de
extincion (Jones y cols, 1991), el inverso (Schrijver y cols., 2004), el de
preferencia de lugar (Coudereau, 1997b) o el cambio de determinadas estrategias
de respuesta (Schrijver y Wiirbel, 2001). Deterioros que pueden ser atribuibles a
dafios en las vias prefrontales cortico-estriatales (Schrijver y cols., 2004).

Todas las discrepancias surgidas en los estudios de aislamiento social
pueden ser resultado de diferencias entre estudios respecto a la edad y la
maduracion del sistema nervioso de los sujetos al inicio de la separacién social, de
la duracién y el niimero de los periodos de aislamiento, y también de los estimulos
sociales y sensoriales del ambiente a los que se tiene acceso durante el aislamiento

(Sanchez y cols., 1998).

A la vista de lo expuesto en el presente apartado, parece que serian
necesarios mds estudios para determinar los efectos del aislamiento en el
aprendizaje y la memoria y ademds, qué componente del proceso se halla
deteriorado (adquisicion, consolidacién o recuperacién) asi como dilucidar los

mecanismos especificos subyacentes a las alteraciones (Del Arco y cols., 2004).
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2.- NICOTINA

2.1.-FARMACOLOGIA DE LA NICOTINA

La nicotina es el principal alcaloide del tabaco y desempefia una funcién
central en los efectos farmacologicos, fisiologicos y psicolégicos del tabaco. Se
han identificado mas 4.700 sustancias en el humo del tabaco y se estima que
todavia quedan por identificar unos 10.000 componentes (Lopez y Garcia, 2004).
No obstante, aunque el humo del tabaco contiene miles de componentes se ha
demostrado que la nicotina es la responsable de la adicciéon al tabaco, siendo
considerada una sustancia de abuso segiin los criterios del Manual Diagnéstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-IV) [American Psychiatric
Association (APA), 1995]. Otros alcaloides del tabaco, como la nomicotina y la
anabasina, también parecen tener algunas propiedades farmacolégicas similares a
la nicotina (Vainio y Tuominem, 2001). Cuando la nicotina se administra via
tabaco, otros componentes asociados a fumar un cigarrillo (estimulos sensoriales
como el olor o el sabor), pueden contribuir al mantenimiento de la dependencia,
constituyéndose como reforzadores secundarios del tabaco (Ayesta y Otero,

2004).

La nicotina es una amina terciaria compuesta
por un ciclo piridinico y uno pirrolidinico
(Figura 2-1). Su formula quimica se representa
como C5H4N CH(CH2)3 NCH3 Esta sustancia
es incolora, volatil, oleaginosa, soluble en agua
y altamente alcalina. Se puede administrar por
diferentes vias: digestiva (mascada, bebida, en
comprimido, inhalador bucal), dérmica

(parche) y respiratoria (esnifar o fumar tabaco). Figura 2-1: Molécula de nicotina
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Comparativamente, la via respiratoria es la que proporciona una mas rapida
~liberacién de nicotina al cerebro, maximizando las propiedades adictivas de esta
sustancia. La absorcién de nicotina puede realizarse a través de la cavidad oral, la
piel, el tracto digestivo y la vejiga urinaria (Yildiz, 2004). Su absorcién se realiza
a través de las membranas celulares, siendo pH dependiente: en un medio 4cido
atraviesa dificilmente las membranas, pero en un medio basico la nicotina se
absorbe répidamente. El pH del cigarrillo es aproximadamente de 5.5, poco
asimilable por la mucosa bucal y su principal via de absorcién son los alveolos
pulmonares. En los pulmones, la nicotina pasa rdpidamente a la circulacién
sistémica, absorcion que se ve facilitada por el elevado flujo sanguineo de los
capilares pulmonares. La nicotinemia aumenta rapidamente desde el consumo de
un cigarrillo, presentando un pico plasmatico al final del mismo. De este modo, la
nicotina contenida en el humo del tabaco se distribuye rapidamente en diversos
6rganos corporales, incluido el cerebro. El grado de absorcién también dependera

de la concentracion de nicotina en el humo del tabaco.

La distribucién y los niveles méaximos de nicotina en sangre varian en
funcidn del metabolismo del sujeto, la via de consumo, la dosis ingerida, el ritmo
y la intensidad de la inhalacién, asi como el modo de administracion (Swan y
cols., 1993). Desde los pulmones, la nicotina llega al cerebro en un periodo entre
7 y 10 segundos (Benowitz, 1990) y el mayor nivel plasmatico de nicotina se
obtiene en los primeros minutos después de empezar a fumar. Las concentraciones
arteriales y cerebrales aumentan con rapidez y decaen en un periodo de 20 a 30
minutos (Mangan y Golding, 1984) y entonces la nicotina se distribuye en otros
tejidos, especialmente en los misculos esqueléticos. La vida media de la nicotina
oscila entre 2 y 4 horas, aunque en fumadores habituales la nicotina se acumula y

puede ser detectada hasta 10 horas después de haber fumado.

La nicotina se metaboliza principalmente en el higado y en menor cuantia
en el rifion y el pulmén. Su principal metabolito es la cotinina, producto de la
oxidacién hepatica. La vida media de este metabolito es aproximadamente de 16

horas y se utiliza frecuentemente como marcador del consumo de nicotina (Jarvis,
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2004). Se ha comprobado que los varones metabolizan la nicotina maés
rapidamente que las mujeres, observandose niveles mas elevados de cotinina en
varones (Al’Absi y cols., 2002). Ademas de las hormonas sexuales, otros factores
como la edad, el consumo de determinados farmacos o la dieta, pueden modular la
farmacocinética y los efectos de la nicotina (Pineda, 1999; Balfour y cols., 2000).
La eliminacion de la nicotina es rapida debido a su captacién y concentracién en
distintos tejidos y a su metabolismo hepético. Su vida media de eliminacién es de
2-3 horas y su via principal de excrecion es la renal. Otras rutas de eliminacion
son a través de la saliva (segunda via) o a través del sudor, leche materna, bilis,

jugos géstricos y heces.

La admistracién de nicotina da lugar a una amplia variedad de efectos en los
diferentes sistemas del organismo. Esta sustancia psicoactiva incrementa las
secreciones y la motilidad gastrica, estimula la respiraciéon y las secreciones
salivares, incrementa el metabolismo graso y el gasto energético, y disminuye la
temperatura corporal. La nicotina también tiene importantes acciones endocrinas,
produciendo un aumento en la secrecion de numerosas hormonas como la
vasopresina, aldosterona, hormona del crecimiento, prolactina y también
incrementa la liberaciébn de las hormonas relacionadas con el estrés (la
adrenalina, la noradrenalina, la ACTH y el cortisol) (Paterson y Nordberg, 2000,
Perkins y cols., 2001; Lorza, 2004; Yildiz, 2004). Uno de los efectos maés
conocidos es su influencia sobre el sistema cardiovascular, ya que su consumo
aumenta la tasa cardiaca, la presion arterial y el flujo sanguineo coronario
(Balfour y cols., 2000). Ademas de los efectos negativos producidos por la propia
nicotina, hay que tener en cuenta que el mondxido de carbono es un componente
muy importante (alrededor de un 5%) del humo del tabaco (Lopez y Garcia,
2004). Este gas, al unirse a la hemoglobina de la sangre y formar la
carboxihemoglobina, deteriora el aporte de oxigeno a los tejidos, lo que ocasiona
un descenso en la capacidad de esfuerzo y un incremento en la probabilidad de

sufrir enfermedades cardiovasculares (Lopez y Garcia, 2004).
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2.2.- EFECTOS NEUROBIOLOGICOS DE LA NICOTINA

La nicotina ejerce una potente accion sobre el sistema nervioso central
(SNC), ya que incrementa el flujo de iones y la liberacién de neurotransmisores
de varios sistemas neuronales, provocando una amplia diversidad de cambios
fisiol6gicos y conductuales (Paterson y Nordberg, 2000). Esta sustancia es un
agonista de la acetilcolina (ACh), siendo uno de los pocos agonistas colinérgicos
que puede atravesar con facilidad la barrera hematoencefalica (Turchi y cols.,
1995). La nicotina interactia con los receptores nicotinicos de ACh (nAChrs),
Existen distintos tipos de nAChRs en el SNC y en el sistema nervioso periférico,
estando presentes desde los primeros estadios del desarrollo (Leonard y Bertrand,
2001; George y O’Malley, 2004).

2.2.1.- RECEPTORES NICOTINICOS CEREBRALES

Los receptores nicotinicos son de gran complejidad estructural y estdn
ampliamente distribuidos en el sistema nervioso contral (SNC), localizandose
especialmente en la corteza cerebral, hipocampo, estriado, area tegmental ventral,
tdlamo y nticleo interpeduncular, y en menor medida en la amigdala, septum,
nuicleos motores del troncoencéfalo y locus coeruleus (Levin y Simon, 1998; Dani
y De Biasi, 2001). La funcidon de estos receptores es activar la liberacion de
neurotransmisores en el SNC. Estos receptores son canales catidnicos
transmembrana regulados por la ACh y por agonistas nicotinicos, como la
nicotina. Cuando la acetilcolina o la nicotina se ligan al receptor, €ste cambia de
configuracion, lo que provoca la apertura del canal idnico y permite la entrada de
sodio al interior de la célula, causando la despolarizaciéon de la membrana. Se
considera que el papel de los nAChRs cerebrales consistiria en la modificacion de
la excitabilidad neuronal para obtener la ejecucién Optima de las neuronas, accion
importante en un gran nimero de respuestas conductuales y, en particular, en

procesos cognitivos (McGehee y Role, 1995; Paterson y Nordberg, 2000).

50



Nicotina

Los nAChRs son pentameros de glicoproteinas, formadas por homo o
hetero-oligomeros de 12 subtipos diferentes, 9 subunidades a (a2-al0) y 3
subunidades p (P2-P4) (Le Novere y Changeux, 1995; Lindstrom, 2000). Las 5
sub-unidades de polipéptidos se organizan alrededor de un canal constituyendo un
pseudo-eje de simetria (Cooper y cois., 1991; Unwin, 1996) (ver Figura 2-2).
Estudios con radioligandos nicotinicos en diferentes areas cerebrales diferenciaron
dos clases de nAChRs: los que reaccionan con agonistas de alta afinidad pero no
con la aBungarotoxina (aBgtx) que son los nAChRs; y los que reaccionan con
ambos: con agonistas y con aBgtx (denominados aBgtx-nAChRs) (Lukas y
Bencherif, 1992). Los aBgtx-nAChRs pueden ser homoméricos formados por
subunidades de un unico tipo a7-a9 o heteroméricos con tipos a7-al0. Sin
embargo, los nAChRs s6lo forman héteromeros con las subunidades a2-a6 y las

P2-P4 (Revision en Lindstrom, 2000).

Figura 2-2: Estructura
de los receptores
colinérgicos nicotinicos
(nAChRs).
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(Tomado de Laviolette
y Van der Kooy, 2004)

La corteza cerebral contiene sub-unidades a3, a4, P2 y p4 distribuidas
desigualmente entre sus diferentes capas. El hipocampo contiene principalmente
las a3, a4, a5, al, p2, P3 y P4; el sistema mesocorticolimbico las a2, a3, a4,

aS, a6, al, p2, p3 y P4; el cortex auditivo las a7; la corteza visual las al, a3, al
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y B2 y laretina a2, a3, a4, a6, a7, a8, B2, B3 y B4 (Jones y cols., 1999; Vailati y
cols., 1999). Los nAChRs intervienen en funciones complejas como la percepcion
sensorial y del dolor, el control de la actividad locomotora, la regulacién de la
temperatura corporal, el arousal y los procesos cognitivos, (Gotti y cols., 1997;
Levin, 2002). La mayoria de estos efectos se han relacionado con los nAChRs
presindpticos que modulan la liberacion de diferentes neurotransmisores
(Wonnacott, 1997). No obstante, los nAChRs post-sindpticos también
desempefian funciones importantes especialmente en el hipocampo y la corteza

sensorial (Jones y cols., 1999).

Diferentes subtipos de receptores participan en varias funciones del
sistema nervioso. Cerca del 90 % de los nAChRs cerebrales estan conformados
por subunidades a4-B2, presentando sitios de unién a la nicotina de mayor
afinidad (Zoli y cols., 1995) y siendo estas subunidades las mas relacionados con
las posibles mejoras del aprendizaje y la memoria inducidas por la nicotina
(Levin, 2002). El subtipo a3(aS)B4 se encarga principalmente de regular la
transmision ganglionar y la liberacion de dopamina por las neuronas
dopaminérgicas esta controlado parcialmente por un subtipo que contiene la sub-
unidad a4 (Wonnacott, 1977; Xu y cols., 1999). Las principales vias colinérgicas,
dopaminérgicas, gabaérgicas y glutamatérgicas estan mediadas por a7 nAChRs y
subtipos que contienen B2. El subtipo B2 es importante en la liberaciéon
presindptica de GABA (Lu y cols., 1998), y en la respuesta a la nicotina de las
neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo en ratones. El subtipo 3 participa en el
control de la actividad locomotora, por medio de la liberacién de dopamina en el

estriado y otras areas del SNC.

Se ha demostrado que el tratamiento crénico con nicotina aumenta la
densidad de los receptores nicotinicos tanto en roedores como en humanos,
provocando una regulacion al alza de las sub-unidades 0284 y a7 en distintas
zonas cerebrales (Mihailescu y Drucker-Colin, 2000). Los estudios post mortem

de los cerebros de personas fumadoras muestran un aumento del nimero de estos

52



Nicotina

receptores (Breese y cols., 1997), a pesar de que su nimero disminuye con la edad
del sujeto. Los nAChRs también parecen estar involucrados en la supervivencia
neuronal, ya que se han observado similitudes en las alteraciones producidas en
enfermedades neurodegenerativas y los ratones knock-out de edad avanzada que
presentan la sub-unidad B2 no funcional. Estas alteraciones correlacionan

funcionalmente con un deterioro en el aprendizaje espacial (Zoli, 2000).

En diferentes 4reas del cerebro se encuentran distintos receptores nicotinicos
con propiedades electrofisiolégicas y farmacolégicas muy dispares. Se ha
propuesto que la variedad de efectos comportamentales provocados por la nicotina
se debe a la activacion de distintas vias neuronales que expresan los diferentes
subtipos de nAChRs (Stolerman, 1991). Datos recientes profundizan en la idea de
que dichos efectos son el resultado de la particularidad que posee la nicotina de
estimular vias en el SNC mediante nAChRs que difieren en respuesta a la
activacion y desensibilizacion por nicotina. De este modo, pequefias diferencias
en el estado de activacion, conectividad o sensibilidad de las vias neuronales entre
los diferentes individuos podrian provocar grandes diferencias en las respuestas

conductuales generadas por la nicotina (Picciotto, 2003).

Un campo de especial interés es la implicacién de los nAChRs en la
patogénesis de sindromes y enfermedades causadas por alteraciones de distintos
sistemas de neurotransmisién. Por ejemplo, en el autismo se han descrito
anormalidades en el sistema colinérgico cerebral (Perry y cols., 2001),
observandose un descenso de nAChRs tipo a4-f2 en el cortex parietal y el
cerebelo; ademds los niveles del subtipo a7 permanecen normales en el cortex
pero se incrementan en el cerebelo (Martin-Ruiz y cols., 2004). También existen
evidencias respecto a que la epilepsia autosomal dominante del 16bulo frontal
puede estar causada por mutaciones de la regién del cromosoma 20 que codifica

la subunidad a4 de los nAChRs (Phillips y cols., 1995).
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La implicacién de los nAChRs en algunos trastornos mentales como la
_esquizofrenia, la depresion o la ansiedad también ha sido puesta de manifiesto en
diversos estudios. En la esquizofrenia parece que los nAChRs homoméricos a7
estan claramente involucrados. Estos pacientes presentan un decremento pequefio
pero significativo de la inmunoreactividad a7 en el hipocampo, el niicleo reticular
del talamo, el cortex frontal y el cingulado (Martin-Ruiz y cols., 2003). En las
familias de esquizofrénicos el gen a7 esta parcialmente duplicado, y la region del
cromosoma 15 en la que se encuentra estd implicada en la transmisién genética
(Freedman y cols., 2001). Un hecho que se ha constatado es que la prevalencia
del tabaquismo es mayor en individuos con depresion (Poirier y cols., 2002). La
nicotina puede ejercer un efecto antidepresivo y estabilizador del estado de 4&nimo

en humanos (Shytle y cols., 2002).

En patologias neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson o la
enfermedad de Alzheimer también se estd investigando el papel de los receptores
nicotinicos. En la enfermedad de Parkinson, patologia provocada por la pérdida de
neuronas dopaminérgicas en la via nigroestriada, se sabe que los a6B3B2 y a4p2
en el estriado son los responsables de la liberacion de dopamina desde las
terminaciones nerviosas (Champtiaux y cols., 2003). En estos enfermos, asi como
en aquellos que presentan la enfermedad de Alzheimer (EA), se ha descubierto
una disminucién de los receptores que contienen subunidades a4 y de los que
presentan subunidades a7 (Burghaus y cols., 2003). El subtipo a4B2 se relaciona
con el deterioro cognitivo que pueden llegar a presentar estos pacientes. Ademaés,
la administracién de nicotina a enfermos de Parkinson puede ejercer un efecto
neuroprotector (Dajas-Bailador y cols., 2000). En los enfermos de Alzheimer
existe una disminucién de la cantidad de nAChRs cerebrales, en ausencia de una
disminucién general del nimero de neuronas (Clementi y cols., 2000). Las areas
mas afectadas son las neocorticales, hipocampo y ntcleos talimicos. Ademas, se

ha descubierto una disminucién de subunidades a4 en dichas areas corticales y en

el hipocampo (Court y cols., 2000). Por otra parte, la B-proteina amiloide
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caracteristica de dicha enfermedad interactia con los nAChRs a4p2 y con los

receptores a7, inhibiendo la funcién de dichos receptores (Wu y cols., 2004).

2.2.2.- NICOTINA Y SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION

Los efectos de la nicotina en la conducta y el funcionamiento cerebral son
complejos, ya que la activacion de los receptores nicotinicos provoca no sélo la
liberacion de acetilcolina, sino también la activacién de otros neurotransmisores
como la dopamina, la noradrenalina, la serotonina, el GABA, el glutamato y los
opidceos enddgenos (Levin y Simon, 1998; Perkins y cols., 2001; George y
O’Malley, 2004).

La exposicion repetida a nicotina causa una pérdida de sensibilidad a sus
efectos por parte de los nAChRs cerebrales, lo que provoca un incremento del
numero de receptores en presencia de nicotina ya que al ligarse al receptor, éste
cambia de configuracién y no es posible estimularlo de nuevo durante un cierto
tiempo, fenémeno conocido como desensibilizaciéon (Sthal, 2002). Estas
propiedades de los receptores pueden ser puestas en paralelo con los fenémenos
de tolerancia, que desempefian un importante papel en la dependencia (Le
Houezec, 2003). Cuando los receptores nAChRs se encuentran estimulados de
forma repetida por el consumo regular de cigarrillos, estos receptores se
desensibilizan y se produce una hipoactividad del sistema dopaminérgico y
noradrenérgico, lo que provoca respuestas compensatorias. Estos mecanimos de
compensacion quedan patentes cuando se deja de consumir nicotina y aparece el

sindrome de abstinencia (Marquez-Pérez y Garrido, 2004).

En la Figura 2-3 se describen los cambios fisioldgicos producidos tras la
administracién aguda y crdnica de nicotina. Tal como se refleja en la misma, la
exposicion repetida a la nicotina provoca una neuroadaptaciéon (Balfour y

Fagerstrom, 1996; Benowitz, 1996) y podria conducir a la inactivacién de muchos
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de los AChRs. Esta administracion crénica de nicotina induce cambios
neuroadaptativos especialmente en la neurotransmision dopaminérgica y

noradrenérgica.

Nicotina Abstinencia de
nicotina

Refuerzo positivo Actividad/niveles

alterados de DA y NA

Actividad/niveles Sintomas de
normales de DA y NA abstinencia

Funcién normal

NA = Noradrenalina
DA = Dopamina

Figura 2-3. Fendmeno de neuroadaptacion. Adaptado de Benowitz y Peng (2000)

El hecho de que la nicotina produzca un amplio espectro de efectos
conductuales pone de manifiesto la complejidad de accion de la nicotina sobre el
funcionamiento cerebral. Seguidamente se exponen brevemente los sistemas de
neurotransmision que pueden estar modulados por la accion de la nicotina en el

SNC.

Acetilcolina: La acetilcolina es un neurotransmisor cuya liberacién en el
cerebro se asocia especialmente con la estimulaciéon cognitiva (Warburton y
Rusted, 1993; Balfour y Fagérstrom, 1996; Myhrer, 2003). La modulacion de la

actividad sindptica por el influjo pre-sinaptico del calcio puede representar un
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papel fisioldgico de la ACh en el cerebro, asi como un mecanismo de accion de la
nicotina (Wonnacott, 2001). Radcliffe y colaboradores (1999) observaron que los
receptores presindpticos colinérgicos (probablemente compuestos de sub-unidades
a7), intervienen en el influjo de calcio que aumenta la liberacion tanto de
glutamato como de GABA en las neurcnas del hipocampo. Ambos

neurotransmisores aumentan con la accion de la nicotina.

De acuerdo con los autoinformes realizados por los fumadores, éstos
utilizan el consumo de tabaco como un instrumento que les permite modular el
nivel de arousal, de atencién o de concentracion, y mejorar su ejecucion cognitiva
(Warburton, 1992; Balfour y Fagérstrom, 1996; Mumenthaler y cols., 2003). De
hecho, la necesidad de obtener estos efectos de la nicotina podria estar influyendo
sobre el deseo de fumar y dificultar el abandono del tabaco. Se considera que es
especialmente la accion de la nicotina sobre la corteza cerebral y el hipocampo, el
sustrato neurobiolégico que subyace a los efectos de la nicotina sobre las
capacidades cognitivas (Pineda, 1999). En animales se ha observado que la
administracion de nicotina a dosis altas puede inhibir la liberacién de ACh,
produciendo un descenso en la actividad motora, causada por la desensibilizacion
del receptor nicotinico (Balfour y cols., 2000). Este hecho se explica porque la
nicotina es un estimulante del SNC a bajas dosis, pero a dosis altas se convierte en
depresor (Sharp y Matta, 1993; Gray y cols., 1996).

Dopamina: La activaciéon del sistema dopaminérgico que produce la
nicotina se asocia especialmente con el poder adictivo de esta sustancia, asi como
con sus efectos sobre la actividad motora. La nicotina incrementa la frecuencia de
disparo de las neuronas dopaminérgicas y, por tanto, facilita los cambios
neuroquimicos en estas neuronas y sus proyecciones (Mathieu-Kia y cols., 2002).
Esta sustancia psicoactiva, al igual que otras drogas de abuso, influye en la
actividad de las neuronas dopaminérgicas actuando directamente en los nAChRs
somatodendriticos y presindpticos, o ejerciendo una modulacién de inputs en el

area tegmental ventral (ATV) y el ntcleo accumbens (Wonnacott y cols., 2005).
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Las neuronas dopaminérgicas del ATV proyectan hacia el niicleo accumbens y a
otras estructuras limbicas: la amigdala, el hipocampo, la corteza prefrontal y el
nucleo pélido ventral. Debemos remarcar el papel de los nAChRs en el sistema
dopaminérgico mesolimbico, implicado en la adiccién a la nicotina y a otras
drogas de abuso. La accién de la nicotina sobre este sistema de refuerzo es lo que
produce las sensaciones agradables y de placer (Sullivan y Covey, 2002; George y
O’Malley, 2004), aunque en los fumadores, las sefiales asociadas con el fumar
adquieren el estatus de reforzadores secundarios y contribuyen al mantenimiento
de la conducta de fumar.

Una inyeccién aguda de nicotina, como de otras drogas de abuso,
incrementa las concentraciones extracelulares: de dopamina en el sistema
mesolimbico, mesocortical y nigroestriatal (Di Chiara, 2000; Mathieu-Kia y cols.,
2002). Repetidas inyecciones de nicotina tienen una accién selectiva y
disminuyen la recaptacion de dopamina en el nicleo accumbens, lo que sugiere
que es en este nicleo donde se produce un mayor efecto de la nicotina (Lapin y
cols., 1989). La administraciéon crénica de nicotina causa un incremento de
dopamina en el cortex prefrontal (Nisell y cols., 1996) y parece que las sub-
unidades a3, 04, a5, a6 y B2 de los receptores nicotinicos contribuyen a los
efectos reforzantes y también a los efectos psicoestimulante de la droga (Mathieu-
Kia y cols., 2002). La auto-admistracion de nicotina en animales se ve reducida
por antagonistas D1 y D2 (con lesiones neurotéxicas en el nicleo accumbens y
por microinfusiones de antagonistas nicotinicos en el ATV), lo que confirma que
las acciones reforzantes de la nicotina se hallan mediadas por el sistema
dopaminérgico mesolimbico (Pogun, 2001). El bloqueo de esta via dopaminérgica
mesolimbica puede incluso anular los efectos reforzantes de la nicotina
(Laviolette y van der Kooy, 2004). La aplicacion local de nicotina en el estriado
produce un incremento del nivel extracelular del glutamato y parece que son las
sub-unidades a3 B2 y ad(a5)B2 las que se encuentran en las terminaciones
dopaminérgicas de dicha area. Ademas, los antagonistas NMDA podrian modular
los efectos de la nicotina en el ATV (Laviolette y van der Kooy, 2004). En las

neuronas que proyectan al area mesolimbica dopaminérgica, la nicotina puede
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modular la liberacién de glutamato y ejercer un efecto excitatorio indirecto en las

neuronas dopaminérgicas (Araki y cols., 2002).

Noradrenalina: Algunas investigaciones han sefialado el efecto excitador
de las neuronas noradrenérgicas provocado por la nicotina en diferentes partes del
cerebro, pero que actia primariamente a nivel del locus coeruleus (Benwell y
Balfour, 1997; Fu y cols., 1998). Se postula que el locus coeruleus, principal
ndcleo noradrenérgico cerebral, estd implicado en algunos de los sintomas
asociados con el sindrome de abstinencia a la nicotina. Otras regiones, como el
hipocampo, la corteza cerebral y el cerebelo requieren altas concentraciones de
nicotina para causar un incremento en el metabolismo de la noradrenalina. El
hipocampo también parece jugar un papel importante en la dependencia a la
nicotina (Markou y cols., 1998). Sershen y colaboradores (1997) sefialaron que el
subtipo de receptor que controla la liberacion de noradrenalina en el hipocampo es
el a3p2. Infusiones de nicotina mediante microinyecciones desensibilizan los
receptores nicotinicos y disminuyen la liberacién de noradrenalina en las neuronas
que inervan el hipocampo desde el locus coeruleus (Balfour y Fagérstrom, 1996).
Se considera que la desensibilizacion de los receptores y la reduccion en la
noradrenalina podria desempefiar un papel critico mediando los posibles efectos
calmantes de la nicotina (Gilbert 1999; Pomerleau, 1998). De hecho, en un
fumador cuando existe un descenso significativo del nivel de nicotina en sangre,
se produce una alteracion importante en la actividad noradrenérgica, generandose
una liberacion anormal de este neurotransmisor en el locus coeruleus (Granda,

2004).

Setotonina (5-Hidroxitriptamina o 5-HT): El consumo de nicotina puede
modificar la liberacién de serotonina (5-HT) en diferentes areas cerebrales
(Bannon y cols., 1998). Su accién se relaciona con los cambios en el humor y en
el estado de 4nimo que notan muchos fumadores tras fumar un cigarrillo. Es

sabido que los nucleos del rafe, que proporciona casi el 80% de la serotonina
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cerebral, contienen una gran ‘cantidad de receptores nicotinicos a4 (Wada y cols.,
1989). Otras areas cerebrales en las que se liberan considerables cantidades de 5-
HT son el hipocampo, el sistema limbico y la hipéfisis. La nicotina administrada
de forma crénica esta asociada con una reduccion selectiva en las concentraciones
de 5-HT en el hipocampo (Benwell y cols., 1990). Los resultados experimentales
indican que la modulacién del sistema serotoninérgico en la dependencia de
nicotina es mas evidente en los reforzadores negativos de la abstinencia que el
refuerzo positivo producido por la nicotina (Le Houezec, 2001). Se considera que
el mayor incremento en la actividad serotoninérgica durante el sindrome de
abstinencia a la nicotina podria explicar, en parte, el aumento en el nivel de

ansiedad que experimentan los fumadores al dejar el tabaco (Kenny y cols., 2001).

GABA: Estudios electrofisioldgicos han demostrado que los agonistas
nicotinicos estimulan la liberacion del aminoacido inhibitorio GABA en el tejido
cerebral de roedores. Lu y colaboradores (1998) encontraron que la nicotina
incrementaba la liberaciéon de GABA y que esta liberacion era calcio-dependiente.
Una de las 4reas cerebrales donde se ha observado que la administracion de
nicotina incrementa la actividad gabaérgica es el hipocampo (Wonnacott, 1997).
Los receptores nicotinicos involucrados en la estimulacion de este sistema
gabaérgico parecen ser los receptores de alta afinidad tipo a4 B2, el subtipo mas
difundido en el cerebro (Ferreira y cols., 2001). Ademads, esta subpoblacién de
receptores nicotinicos tiene gran importancia en los procesos de aprendizaje y
memoria (Ripoll y cols., 2004). Yin y French (2000) han examinado las acciones
de la nicotina en las interneuronas gabaérgicas del ATV, las cuales juegan un
importante papel modulatorio en la excitabilidad neuronal dopaminérgica
mesolimbica. Sus resultados sefialan que la nicotina incrementa la tasa de disparo
tanto de las neuronas dopaminérgicas como no dopaminérgicas, aunque mas
vigorosamente en las primeras. La desensibilizacion ocurre en ambos tipos de
neuronas pero mas pronunciadamente en las no dopaminérgicas (presumiblemente
gabaérgicas), lo que podria sugerir que las neuronas gabaérgicas pueden ser una

diana importante para los efectos de la nicotina en el SNC, facilitando una mayor
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respuesta a la nicotina de las neuronas dopaminérgicas mesolimbicas (Yin y

French, 2000).

Opioides: Existen estudios que sefialan la relacion entre el sistema opiode y
la nicotina, mostrando que esta sustancia aumenta la liberacién de opidceos
enddégenos en zonas cerebrales como el nicleo accumbens y la hipdfisis (Shacka y
Robinson, 1996). Aunque en modelos animales se han descrito las similitudes
entre el sindrome de abstinencia de nicotina y el de opidceos, y la existencia de
cierto parecido entre los efectos de los agonistas opiodes y de la nicotina, los
intentos de demostrar una posible modulacién por parte del sistema opiode de la
conducta de fumar no son totalmente concluyentes (Pomerleau, 1998). Se ha
informado que en sujetos humanos, la naloxona (antagonista opiode) podria
reducir el nimero de cigarrillos en fumadores crénicos y bloquear las posibles
respuestas subjetivas placenteras de fumar (Mathieu-Kia y cols, 2002), sugiriendo
que los péptidos opiodes se liberan al consumir nicotina y pueden ser
parcialmente responsables del mantenimiento de la adicciéon. Sutherland y
colaboradores (1995) también sefialaron que otro antagonista opiaceo, la
naltrexona, redujo la dificultad percibida en mantener la abstinencia durante las
primeras 24 horas de no consumo de nicotina. La mecamilamina (antagonista
nicotinico) precipité un sindrome de abstinencia que fue atenuado con una pre-
inyeccion de un agonista de los receptores opioides-p y también por un agonista
selectivo de los receptores opiodes-d (Ise y cols., 2000). De acuerdo con lo
sefialado por Mathieu-Kia y colaboradores (2002) es posible que la administracion
crénica de nicotina induzca una liberacién prolongada de opidceos endégenos, y
que la retirada de nicotina, por tanto, produzca un descenso del tono en el sistema

opiaceo.

Aminodcidos excitatorios: Se ha informado de que los AChRs intervienen
en la regulacion del sistema de aminoacidos excitatorios (Wonnacott, 1997,

Mansvelder y McGehee, 2000). La nicotina parece influir en la transmision
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glutamatérgica en algunas éareas cerebrales como la corteza cerebral, el tdlamo, el
estriado, el hipocampo y el nucleo interpeduncular (Mansvelder y McGehee,
2002). En el locus coeruleus también la nicotina induce una estimulacién neuronal
a través de la liberacion del glutamato. Ademas, se considera que el sistema
glutamatérgico puede estar implicado en los efectos de la nicotina sobre el ATV
(Laviolette y van der Kooy, 2004). Los principales inputs excitatorios de las
neuronas dopaminérgicas del ATV son proyecciones glutamatérgicas desde el
cortex prefrontal (Mansvelder y McGehee, 2002). Se considera que la accion de la
nicotina sobre el sistema glumatérgico constituye uno de los mecanismos
subyacentes a las mejoras cognitivas que puede inducir la administracién de

nicotina (Gray y cols., 1996; Mansvelder y McGehee, 2002).

Tal como se puede apreciar en la Figura 2-4, la nicotina produce cambios
importantes sobre los diferentes sistemas de neurotransmision cerebral. Estos
efectos neurobiolégicos desencadenados por la nicotina podrian explicar la
complejidad de la conducta de fumar.
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Figura 2-4: Factores y sistemas de neurotransmision que median el mantenimiento y la recaida de
la conducta de fumar. Adaptado de George y O ’Malley (2004)
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2.3.- EFECTOS COGNITIVOS Y CONDUCTUALES DE LA NICOTINA

El perfil cognitivo de la nicotina es complejo. Debido a su farmacologia esta
sustancia puede inducir un amplio rango de cambios fisiolégicos y conductuales,
tanto en humanos como en animales (Stolerman y cols., 1995ab; Levin y Simon,
1998; Levin, 2002). La administracién de nicotina eleva el arousal cortical, lo
cual puede provocar cambios cognitivos significativos tanto en fumadores como
en no fumadores (Heishman y Henningfield, 2000; Domino, 2003). En
fumadores la privacion de nicotina puede entorpecer sus capacidades cognitivas,
especialmente en tareas que requieren un procesamiento complejo de la
informacién (Picciotto, 2003; Newhouse y cols., 2004). De hecho, la mayoria de
los fumadores sefialan que fumar les ayuda a concentrarse. Por ello, se considera
que la accién cognitiva de la nicotina puede ser uno de los factores en el

mantenimiento de la adiccion (Al’Absi y cols., 2002).

Los efectos positivos de la nicotina sobre el procesamiento de la
informaciéon han sido demostrados en numerosas tareas. La nicotina puede
mejorar la atencién, la memoria, la ejecucion psicomotora, el tiempo de reaccion
y la resolucién de problemas (Redolat y cols., 1994; Heishman, 1999; Levin,
2002). Un hecho de especial relevancia es que los efectos a nivel cognitivo
causados por la nicotina no parecen ser resultado de la finalizacion de los déficits
inducidos por la abstinencia (Mancuso y cols., 1999). Ademds, este efecto
positivo sobre la cognicién no disminuye con la administracién crénica de esta
sustancia (Rezvani y Levin, 2001). A pesar de ello, hay que tener en cuenta que
los beneficios inducidos por la nicotina y la magnitud de los cambios cognitivos
pueden variar segin el tipo de tarea experimental, la exposicién previa a la
nicotina, la dosis, la topografia de la conducta de fumar, el género de los sujetos,
etc. (Levin, 2002). Estudios con animales también indican que la edad es un factor
importante cuando se evalian las acciones de la nicotina, sugiriendo que el
desarrollo cerebral es vulnerable a los efectos de la droga durante la adolescencia
(Thrauth y cols., 2001; Slotkin, 2002; Xu y cols, 2002). También es conocido que
la nicotina, cuando se administra durante el desarrollo fetal, produce importantes
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déficits neuroconductuales (Levin y Slotkin, 1998).

Los efectos conductuales y cognitivos producidos por la nicotina parecen
estar mediados por los receptores colinérgicos nicotinicos en el SNC (Dani y
Heinemann, 1996). Estudios de laboratorio han mostrado que la nicotina puede
ser un potente activador cognitivo tanto en humanos como en animales (Rezvani y
Levin, 2001). También se ha observado que los animales tratados con ligandos de
los nAChRs (TC-2403 0 TC 1734) mostraron mejorias duraderas en la funci6n
cognitiva (Lippiello y cols., 1996; Bencherif y cols., 1998). Aunque la nicotina
puede mejorar la ejecucién en tareas cognitivas en sujetos jovenes, esta mejoria
aparece mas patente en personas mayores 0 con personas que presenta patologias
asociadas a disfunciones en el sistema colinérgico, confirmando la implicacion del
sistema nicotinico en las capacidades cognitivas (Jones y cols., 1992; Rezvani y
Levin, 2001). De hecho, gran parte de la investigacion realizada tanto con nicotina
como con otros agonistas nicotinicos se centra en la evaluacion de los efectos
cognitivos y neuroprotectores de estas sustancias en enfermedades
neurodegenerativas como la EA. En este sentido, existen datos que apoyan que el
déficit cognitivo que acompafia a estos pacientes se encuentra asociado con la
pérdida de receptores nicotinicos cerebrales (Dajas-Bailador y cols., 2000;
Herniandez y Terry, 2005). Diversos trabajos han encontrado que la
administracién de nicotina a pacientes con EA (administrada subcutineamente o
intravenosa) aumenta la atencion visual, el tiempo de reaccion, el aprendizaje y la
memoria (Jones y cols., 1992; Potter y cols., 1999; Rezvani y Levin, 2001). Estos
efectos positivos se mantienen con la administracién repetida (una vez al dia
durante 6 dias) lo que sugiere que no se desarrolla tolerancia a los efectos de

mejoria cognitiva (Levin y cols., 1990; Arendash y cols., 1995).

Los estudios con animales también han mostrado que la nicotina puede tener
un amplio rango de efectos conductuales, aunque sus efectos parecen depender de
factores como la especie, cepa, sexo, dosis, edad, o la pauta de administracién de
esta sustancia (Marks y cols., 1989; Levin y Simon, 1998). Investigaciones

realizadas con distintos modelos animales muestran que la nicotina puede
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estimular la actividad motora, aunque a dosis altas también puede inducir
~ hipoactividad (Redolat y cols., 2002), inducir efectos ansioliticos o ansiégenos de
forma dosis-dependiente (Ouagazzal y cols., 1999; File y cols, 2000), y alterar la
conducta agresiva (Driscoll y Baettig, 1981; Redolat y cols., 2002).

Un aspecto que ha recibido una gran atencion por parte de la comunidad
cientifica es la evaluacion de los efectos de la nicotina sobre el aprendizaje y la
memoria en animales. En este sentido diversos estudios han demostrado que este
agonista colinérgico puede mejorar la ejecucion tanto de tareas espaciales
(Riekkinen y Riekkinen, 1997; Bernal y cols., 1999; Levin, 2002) como de tareas
que no implican aprendizaje espacial (Brioni y Arneric, 1993; Zarrindast y cols.,
1996; Yilmaz y cols., 1997). Al igual que en otras conductas, los efectos de la
nicotina sobre el aprendizaje y la memoria pueden depender de diversos factores
(especie, dosis, duracion del tratamiento, la experiencia previa de los animales...).
Uno de los factores que pueden influir en la accién de la nicotina sobre el
aprendizaje son las caracteristicas o requerimientos de la tarea experimental.
Investigaciones en las que se ha valorado la influencia de la nicotina en el
laberinto radial, tarea que evalua tanto memoria de trabajo como memoria de
referencia, sefialan efectos facilitadores de la nicotina en la memoria de trabajo,
pero no muestran un claro efecto sobre la memoria de referencia (Levin y cols.,
1996). La nicotina también puede incrementar la capacidad de aprendizaje tanto
en animales con lesiones en nucleos colinérgicos (Decker y cols., 1992) como en
aquellos que presentan deterioro cognitivos debidos a la edad (Sahakian y cols.,
1989; Sasaki, 1991; Levin y Torry, 1996).

En el condicionamiento de evitacion activa, una tarea de memoria implicita
que mide el recuerdo de una experiencia aversiva, los efectos de la nicotina han
resultado conflictivos ya que parecen depender de diversos factores (Yilmaz y
cols., 1997). En ratas viejas la administracion repetida de nicotina mejora el
aprendizaje de una tarea de evitacién activa en un sentido (Arendash y cols.,
1995). En ratones, uno de los factores que parece influir en los efectos de la

nicotina en la tarea de evitacion activa es la cepa, ya que se ha comprobado que
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en ratones de las cepas C57 y DBA la nicotina no afecta al aprendizaje de la
evitacion activa, pudiendo incluso deteriorar el reaprendizaje de la misma
(Gilliam y Schlesinger, 1985). También la dosis parece ser un factor importante
en los efectos de esta sustancia, aunque puede interaccionar con el sexo de los
animales. Diversos trabajos sugieren que administraciéon de nicotina a dosis
menores de 0,5 mg/kg incrementa la conducta de evitacién (Evangelista y cols.,
1970; Essman, 1971; Orsingher y Fulginiti, 1973). En un estudio posterior en
ratas se confirma que la nicotina a bajas dosis mejora el aprendizaje en machos y
hembras pero a dosis elevadas puede deteriorar la ejecuciéon de las hembras
(Yilmaz y cols., 1997). En un estudio reciente, Vaglenova y colaboradores (2004)
sefialan que la exposicion prenatal a la nicotina induce un aumento en el nivel de
ansiedad durante la adolescencia y un déficit cognitivo importante en la edad

adulta reflejado en una peor ejecucion en la tarea de evitacidn activa.

En el laberinto de agua, una tarea que evalla basicamente memoria espacial
de referencia, la administracién de nicotina en ratas mejora la adquisicion de esta
tarea (Hodges y cols., 1992; Decker y cols., 1992 y 1993; Grigoryan y cols.,
1994; Riekkinen y cols., 1996a; Riekkinen y Riekkinen, 1997). En el laberinto de
agua de Morris se ha observado que la nicotina ejerce un efecto positivo tanto en
ratas jévenes (Abdulla y cols., 1993 y 1996) como de edad avanzada (Socci y
cols., 1995). En ratones, los efectos presentan mayor variabilidad, dependiendo de
la dosis, de la cepa y del régimen de administracién de esta sustancia psicoactiva
(Lamberty y Gower, 1991b; Bernal y cols., 1999; Vicens y cols., 2003b). Por
ejemplo, Bernal y colaboradores (1999) observaron que en ratones de la cepa C57
la nicotina podia mejorar la adquisicion del laberinto de agua pero Gnicamente si
la administracién se iniciaba anteriormente al entrenamiento. En ratones hembra
de la cepa NMRI, la nicotina no influyé sobre esta tarea espacial (Lamberty y
Gower, 1991b). En ratones macho tampoco se pudo demostrar un claro efecto

facilitador de la nicotina administrada a diferentes edades (Vicens y cols., 2003b).

Aunque pueden existir diferentes areas cerebrales implicadas en los efectos

de la nicotina sobre el aprendizaje y la memoria, se considera que el hipocampo es
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una estructura critica en acciones de la nicotina a nivel cognitivo. Las neuronas
colinérgicas en el septum medial y en la banda diagonal envian proyecciones via
fornix que inervan el hipocampo, encontrandose una alta concentraciéon de
receptores nicotinicos en esta estructura cerebral (Wonnacot, 1997; Paterson y
Nordberg, 2000). Los subtipos a7 y 042 son los que predominan principalmente
en el hipocampo y los que se han relacionado con el procesamiento de la
informacién (Levin y Rezvani, 2000). De hecho, en ratas se puede observar un
incremento significativo de la ACh hipocampal después del aprendizaje de una
tarea espacial (Stancampiano y cols., 1999). Los modelos de lesién confirman la
implicaciéon de la funcidon nicotinica hipocampal en las funciones cognitivas
(Levin y Rezvani, 2000). Los observaciones de pérdida de nAChRs en el
hipocampo y el cortex frontal de pacientes con EA ayudan a completar el papel
que juega dicha estructura en el funcionamiento cognitivo (Paterson y Nordberg,
2000).

Se ha comprobado que la administracién de nicotina facilita la actividad
sindptica hipocampal (Gray y cols., 1996) e incrementa la potenciacién
hipocampal a largo plazo (Hamid y cols., 1997). Estudios de lesion en animales
también ponen de manifiesto los efectos neuroprotectores ejercidos por la
nicotina. El tratamiento con esta sustancia psicoactiva puede reducir la muerte
neuronal en el area CA1 del hipocampo después de un proceso isquémico cerebral
(Nanri y cols., 1998). Otros trabajos también han confirmado los efectos positivos
de la nicotina sobre la memoria. Por ejemplo, en un modelo de lesidn cerebral con
metanfetamina, la administraciéon de nicotina mejord los déficits de memoria
(Levin y cols., 1993) y previno la degeneracién de neuronas dopaminérgicas
(Maggio y cols., 1998). Estudios recientes también sugieren que la nicotina induce
cambios en los procesos de plasticidad sindptica que podrian estar claramente

implicados en el proceso de adiccion a esta sustancia (Pidoplichko y cols., 2004).

Uno de los factores a considerar cuando se evalian la accion de la nicotina
sobre las capacidades cognitivas es la posible interaccidon entre aprendizaje y

emocionalidad. Cada vez mas se empieza a tener en cuenta que los efectos
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cognitivos de la nicotina pueden estar modulados por factores emocionales, como
la ansiedad. Por ejemplo, en tareas de aprendizaje espacial (Prior y cols., 1997) y
en tareas de evitacion activa (Ribeiro y cols., 1999) se ha demostrado la

importancia que puede ejercer el nivel de ansiedad en el aprendizaje.
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2.4.-NICOTINA Y EMOCIONALIDAD

Los procesos emocionales tienen una influencia motivacional amplia y
directa en el uso del tabaco. Para muchos fumadores fumar un cigarrillo se utiliza
como una forma de afrontar emociones negativas. En un gran numero de
fumadores la urgencia para encender un cigarrillo parece estar estrechamente
relacionada con el estado emocional en el que se encuentran (Parrott, 1999). De
hecho, muchos fumadores indican que incrementan el consumo de cigarrillos
cuando experimentan estrés, ansiedad o irritabilidad (Kassell y Yates, 2002). Se
ha informado, ademas, que la administracién de nicotina disminuye la ansiedad
ante una situacion estresante (Wesnes y Warburton, 1983). Por otra parte, estudios
clinicos han mostrado una asociaciéon entre diversos trastornos de ansiedad y
dependencia a la nicotina (Breslau y cols., 1991) indicando mayor prevalencia de
trastornos de ansiedad en sujetos fumadores. A la inversa, pacientes con ataques
de pénico tienen un mayor consumo de tabaco (Breslau y Klein, 1999). En
adolescentes también se ha descrito una asociacién entre el riesgo de sufrir
agorafobia y trastorno de ansiedad generalizada con el hecho de ser fumador con
fuerte dependencia a la nicotina (Johnson y cols., 2000), aunque no se conocen

claramente los factores que subyacen a dicha asociacion.

Desde la perspectiva de la investigacion en animales, se considera que las
emociones incluirian conductas adaptativas y procesos fisiolégicos y neurales
(Paul y cols., 2005). En este sentido, el estudio de los efectos emocionales de la
nicotina en animales esta ayudando a clarificar la importancia de los receptores
nicotinicos como posibles moduladores de las respuestas emocionales. Aunque la
evidencia clinica sugiere que la nicotina reduce la ansiedad en situaciones
estresantes, en animales se ha observado que la administracién de nicotina puede
tener tanto efectos ansioliticos como ansiégenos en modelos de ansiedad. Dichos
efectos ansioliticos/ansidgenos ocasionados por la nicotina estan probablemente
mediados por acciones sobre diferentes neurotransmisores y diversas regiones

cerebrales (File y cols.,, 1998). Los efectos ansioliticos se han puesto de
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manifiesto en varios paradigmas conductuales como el white-black box (Costall
y cols., 1989), el laberinto elevado (Brioni y cols., 1993; Irvine y cols., 2001) o el
test de interaccion social (Irvine y cols., 1999) En el test de campo abierto, un
paradigma utilizado para evaluar la actividad motora y el nivel de emocionalidad
que presentan los animales, se ha encontrado que el tratamiento con nicotina
indujo un descenso en la conducta de autoaseo, y después del cese del
tratamiento, se observd en las ratas hipoactividad y un descenso en la conducta de

erguirse (Thrauth y cols, 2000).

El papel modulador de la nicotina en la ansiedad parece ser variable segiin
la dosis administrada: dosis bajas tienen efectos ansioliticos (independientes de
cambios en la actividad motora), mientras que dosis altas incrementan la ansiedad
en el test de interaccion social (File y cols., 1988). En el laberinto elevado en
forma de cruz, File y colaboradores (2000) encontraron que la administracion de
nicotina en el hipocampo dorsal tuvo efectos ansioliticos en ratas. Otros estudios
han demostrado que los efectos de la nicotina en el laberinto elevado pueden ser
bloqueados por mecamilamina (antagonista nicotinico) lo que indica una
implicacion de los receptores nicotinicos centrales (Brioni y cols., 1993). Se
considera que el sistema colinérgico septo-hipocampal juega un papel importante
en el control de la ansiedad, pero poco se conoce acerca de los subtipos de
receptores implicados. Ross y colaboradores (2000) han sefialado que en una linea
de ratones knock-out que no presentan la sub-unidad a4, la conducta en el
laberinto elevado fue consistente con una ansiedad elevada. Salas y colaboradores
(2003) también con ratones knock-out sefialan la implicacién de esta sub-unidad

en la conducta de ansiedad.

Se ha sugerido que la accién ansiolitica de la nicotina podria estar mediada
por un aumento en la liberacion del GABA (Ouagazzal y cols., 1999). Por
ejemplo, la administracién de flumazenil, agonista inverso de los receptores de
benzodiazepina, bloquea los efectos ansioliticos inducidos por nicotina, tanto en
humanos como en animales, sugiriendo que la accion sedante de la nicotina se

debe a la estimulacion gabaérgica (Paterson y Nordberg, 2000). Se postula
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también que el equilibrio entre los diversos sistemas de neurotransmisién es lo
“que subyace a la pérdida de efectos ansioliticos de la nicotina a dosis bajas y la
aparicién de efectos ansiégenos a dosis altas (File y cols., 1998). El papel del tono
colinérgico enddgeno del hipocampo dorsal también puede modular la ansiedad
en el test de interaccién social (File y cols., 1998), aunque no parece estar
implicado en otros modelos de ansiedad como el laberinto elevado en forma de

cruz (Ouagazzal y cols., 1999).

Es conocida la implicacién del sistema colinérgico en la modulacion de la
agresion, aunque el papel de los receptores nicotinicos ha sido escasamente
estudiado. Se ha demostrado que los fumadores al fumar un cigarrillo disminuyen
la intensidad y frecuencia de las respuestas agresivas (Cherek, 1984). Ademas, la
privaciéon de nicotina puede ocasionar un incremento de la irritabilidad y la
agresion (Hughes y Hatsukami, 1986). Los escasos estudios realizados en
animales también sugieren que la nicotina influye sobre la conducta agresiva. En
ratas, la nicotina disminuye la agresion intraespecifica y la conducta predatoria
(Driscoll y Baettig, 1981). En ratones se han obtenido datos contrarios,
observandose una potenciaciéon de la conducta agresiva tras la administraciéon
intraventricular de nicotina (Rolinski y Herburt, 1981) o ningln efecto tras su
administracion sistémica (Redolat y cols., 2000). Estos resultados indican que los
efectos de la nicotina sobre la agresioén son de tipo modular pero que, al igual que
con otras conductas, su influencia depende en gran medida de la especie, la cepa y

el test utilizado (Marks y cols., 1984; Levin, 2002).
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3.- MODELOS DE APRENDIZAJE: EL LABERINTO DE
AGUA Y EL CONDICIONAMIENTO DE EVITACION
ACTIVA

3.1.- EL LABERINTO DE AGUA

El laberinto de agua fue disefiado por Richard G. Morris con el objetivo de
evaluar la memoria espacial en ratas (Morris, 1984). Consiste en una piscina
circular llena de agua en la que se sumerge una plataforma que el animal debe
localizar para escapar del agua. En este laberinto los animales deben aprender a
utilizar las sefiales del entorno para la correcta ejecucion de la tarea (ver Figuras
3-1 y 3-2). Este modelo animal permite valorar el aprendizaje relacional en
roedores y presenta un especial interés para el estudio del aprendizaje y la
memoria espacial principalmente porque no es necesaria la privacion de comida o
agua, ni la aplicacién de una descarga eléctrica para motivar el aprendizaje
(Gower y Lamberty, 1993). Otra de las ventajas del laberinto de agua es que el
animal, con pocos ensayos, puede aprender a localizar una plataforma sumergida
bajo el agua. Al ser un laberinto abierto de adquisicion rdapida se pueden estudiar
los efectos de diferentes farmacos sobre los procesos de aprendizaje y memoria
mejor que con otros laberintos de adquisicion mas lenta como el laberinto radial
(Hodges, 1996). También ha demostrado ser una prueba conductual mas sensible

a un mal funcionamiento cognitivo que el laberinto radial (Myhrer, 2003).

Un aspecto a tener en cuenta en el laberinto de Morris es que la conducta de
escape para situarse sobre la plataforma puede considerarse una recompensa en si
misma puesto que permite a los animales mantenerse fuera del agua. Aunque
clasicamente se ha utilizado para valorar la memoria de referencia, siempre que la
plataforma se sitie en el mismo lugar (Hodges, 1996), en este modelo es posible
evaluar también la memoria de trabajo, cuando se cambia la plataforma de

posicion en cada ensayo (Vicens y cols., 2003a). La memoria de referencia seria
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independiente de los ensayos y nos daria informaciéon de como el animal aprende
el procedimiento general para la ejecucion de la tarea (Wong y cois., 1997). Se
trataria de una memoria para las reglas de una farea concreta, por ejemplo, que el
laberinto de agua contiene una plataforma oculta (Dudchenko, 2004). En cambio,
la memoria de trabajo seria una memoria con mayor contenido temporal y

dependiente de los ensayos (Wyss y cois., 2000).

Plataforma de escape

Piscina

(a) Antes del aprendizaje (b) Después del aprendizaje

Figura 3-1: Laberinto de agua de Morris, a) Posible recorrido de una rata en el laberinto de agua en
los primeros ensayos de entrenamiento; b) Posible recorrido de una rata en el laberinto de agua
después del entrenamiento en la tarea (Tomado de Bear y cois., 1996).

3.1.1.- DESCRIPCION Y PROCEDIMIENTO

El laberinto de agua de Morris mide la capacidad que tiene el animal para
escapar del agua, guidndose por las claves exteriores que se situan fuera del
laberinto. En general, la piscina circular se llena de agua hasta una altura
aproximada de 1 cm por encima de la plataforma de escape y la temperatura del
agua suele oscilar entre los 18 y los 27°C, segtlin se utilicen ratas o ratones en la

experimentaciéon (Francis y cois., 1997). En el procedimiento tradicional, el agua
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se vuelve opaca echando un poco de leche o alguna otra sustancia no téxica que
impida al animal ver la plataforma (Abdulla y cols., 1993). Parece que esta
precaucién es innecesaria puesto que el animal nada con la cabeza por encima del
agua, lo que le impide ver la plataforma. El agua clara de la piscina imposibilita
ver la plataforma transparente al igual que ocurre cuando el agua se vuelve oscura
para impedir ver la plataforma negra (Fontana y cols., 1995). La utilizacién de
agua clara es un procedimiento cada vez mas aplicado por los investigadores
(Vicens y cols., 2003a). El aparato, que inicialmente se disefié para ratas, ha sido
adaptado posteriormente para ratones, reduciendo su tamafio, con dimensiones
entre 73-180 cm de didmetro y entre 28-57 cm de profundidad (Fordyce y
Wehner, 1993). Como plataforma de escape se utiliza bien una plataforma
circular, con didmetro de 10 cm (Zhou y Suszkiw, 2004), o bien una plataforma
cuadrada de 6 x 6 cm (Berger-Sweeney y cols., 1995).

El laberinto de agua ha resultado ser un modelo animal 1til en el estudio de
la contribucién de diferentes estructuras cerebrales a los procesos de aprendizaje y
memoria, ademas de haber sido ampliamente utilizado en el estudio de los efectos
de farmacos sobre el aprendizaje y la memoria espacial. En la version tradicional
del laberinto de agua, la plataforma de escape permanece oculta a los animales, lo
que se conoce como plataforma oculta (Figura 3-2). En dicha versién los
animales nadan en una piscina circular desde diferentes puntos de salida que se
sitian en el perimetro de la misma hasta una plataforma que se encuentra
sumergida en una posicion fija de ensayo a ensayo. Esta es la versién mas
utilizada del laberinto de agua de Morris (Dellu y cols., 1997; Bernal y cols.,
1999). Otro procedimiento utilizado en la realizacién de esta tarea, conocido como
plataforma visible, consiste en permitir que los animales naden hasta una
plataforma que pueden localizar visualmente bien haciendo que la plataforma
sobresalga sobre la superficie del agua (Zhou y Suszkiw, 2004) o bien utilizando
alguna sefial que permita su visualizacion (Lamberty y Gower, 1991a). En este
procedimiento experimental los animales no utilizan la informacién espacial para
resolver la tarea, siendo entonces un tipo de aprendizaje hipocampo-independiente

(Logue y cols., 1997). La aplicacion de este procedimiento con la plataforma
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visible puede servir para controlar la influencia de los farmacos sobre factores no
asociativos como la capacidad sensoriomotriz o la motivacion de los animales
para escapar del agua (Keith y Galizio, 1997). La ejecuciéon de los animales en la
tarea de natacion con la plataforma oculta se considera una prueba de aprendizaje
y memoria espacial, siendo imprescindible que el animal utilice las claves
espaciales disponibles (Smith y Rose, 1996). Una buena ejecucion en la version
de la plataforma oculta depende del correcto funcionamiento del hipocampo,
puesto que las lesiones hipocampales deterioran este aprendizaje espacial

(D’Hooge y De Deyn, 2001).

LABERINTO DE AGUA PLasaionna de «cape
A NE
SO
B) ADQUISICION
Primer dia Ultimo dia

Inicio
Q RETENCION

O 0)

/" NO NE \

O
D \ so SEJ D

inicio

— A

Figura 3-2: A) Laberinto de agua y lugar donde se sitia la plataforma sumergida (cuadrante NO);
B) Trayectoria que realiza el animal para alcanzar la plataforma sumergida en la fase de
adquisicion y las claves espaciales extra-laberinto utilizadas. Progresion de la trayectoria de
aprendizaje desde el primer hasta el ltimo dia; C) Trayectoria del animal en la prueba final sin
plataforma, el animal nada mas tiempo en el cuadrante NO (Modificado de Vicens y cois., 2003a).
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El procedimiento que se sigue cuando se entrena a los animales consiste en
dejarles en el agua, desde uno de los diferentes puntos de salida situados alrededor
de la piscina, con el hocico apuntando hacia las paredes de la misma. Una vez que
el animal estd nadando empieza a buscar la plataforma durante un tiempo
determinado (normalmente entre 60 y 120 segundos). Si el animal no encuentra la
plataforma el experimentador lo sitGa sobre la misma durante un tiempo (20-30
segundos), y después lo retira. Este procedimiento se repite a lo largo de varios
ensayos y durante los dias fijados de entrenamiento (Vicens y cols., 2003a). La
medida utilizada en el analisis conductual de este test de natacion es la valoracion
de la latencia de escape: el tiempo que transcurre desde que se coloca al animal
dentro del tanque hasta que alcanza la plataforma, sube a ella y permanece al
menos 5 segundos. Normalmente, el animal a medida que realiza mas ensayos
presenta latencias de escape mas cortas, lo que confirma que estd aprendiendo

correctamente (D’Hooge y De Deyn, 2001).

Finalmente, tras el aprendizaje de la tarea se realiza una prueba final o
ensayo de prueba (probe trial). En este ensayo se retira la plataforma y el animal
nada en la piscina durante un periodo de tiempo, normalmente entre 60 y 120 seg.
Para evaluar la conducta del animal se utiliza como medida el porcentaje de
busqueda en el cuadrante de entrenamiento. Esta respuesta se define como el
porcentaje de tiempo que el animal pasa en el cuadrante donde previamente se
encontraba la plataforma de escape en los ensayos de adquisicién. Se considera
una prueba de retencion ya que, si el animal ha aprendido la tarea en la fase de
adquisicién, mayor sera el porcentaje de tiefnpo que se encuentre en dicho
cuadrante. Ademas, esta prueba final puede resultar util en el anilisis de las

estrategias de aprendizaje de los animales (Gallagher y cols., 1993).

La correcta adquisicion de la tarea del laberinto de agua requiere que los
animales naden desde las posiciones de salida del perimetro de la piscina hasta el
sitio donde esta la plataforma oculta. Los animales deben adquirir ademaés, otras
habilidades importantes antes de localizar la plataforma de escape, ya que

previamente deben nadar lejos de las paredes de la piscina, subir a la plataforma y
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permanecer en ella para poder recordar la localizacion de la plataforma oculta. Sin
embargo, en los ensayos iniciales los animales tienden a nadar por el perimetro de
-la piscina para posteriormente nadar hacia el centro de la misma (Lukonayov y
cols., 2005). En el transcurso de los ensayos, los animales van corrigiendo sus
recorridos de forma que cada vez utilizan menos tiempo para alcanzar la
plataforma. Normalmente, los animales requieren pocos ensayos para aprender a
nadar directamente a la plataforma de escape desde cualquiera de las posiciones
de salida localizadas en el perimetro de la piscina (Francis y cols., 1995). En la
mayoria de los procedimientos de adquisicion, las posiciones de salida son
aleatorias, para asegurar que los animales aprenden a utilizar las claves extra-

laberinto y no un camino concreto hasta la plataforma (Chapillon y Roulet, 1996).

Segtin D’Hooge y De Deyn (2001) basicamente el animal puede utilizar tres
estrategias distintas para alcanzar la plataforma durante el ensayo: 1) Utilizar una
secuencia de movimientos aprendidos que le lleve hasta la plataforma (praxis); 2)
Aproximarse a la plataforma mediante el uso de las claves proximales (taxis); 3)
Navegar hacia la plataforma utilizando la configuracién espacial que le aportan las
claves distales (mapping o estrategia espacial). La tercera estrategia seria el
aprendizaje cartogrdfico que implica el uso de las sefiales distales con las que los
animales conforman su mapa cognitivo (Santin, 2000). Las dos primeras
estrategias se incluyen dentro del aprendizaje tixico, en el que se distingue el
aprendizaje de orientacion que corresponde a la praxis de D’Hooge y el segundo
a un aprendizaje guia que se asemeja a la faxis. Santin (2000), afiade ademads la
estrategia de integracion de la ruta, que seria utilizada cuando las claves
espaciales no proporcionan suficiente informacién y el sujeto necesita de pistas
cinestésicas o vestibulares que, en funcién del lugar de salida, conformarian un

sistema de referencia interno.
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3.1.2.- BASES NEUROANATOMICAS Y NEUROQUIMICAS

Las bases neuroanatémicas del aprendizaje espacial se han estudiado
principalmente mediante investigaciones sobre los efectos de la lesion de
diferentes estructuras cerebrales en la ejecucion de tareas de aprendizaje espacial.
Dichos estudios han demostrado el destacado papel que desempefia el hipocampo
en los procesos de aprendizaje y memoria espacial. Sin embargo, es importante
tener en cuenta que existen otras estructuras cerebrales implicadas en dichos

procesos (D’Hooge y De Deyn, 2001)

La formacion hipocampal: Es una regién especializada de la corteza
limbica que se ubica en el 16bulo temporal formando una especie de cuerno a lo
largo de la curvatura del ventriculo lateral. Forman parte de la formacién
hipocampal: el hipocampo, la corteza entorrinal, el giro dentado y el subiculo (ver
las Figuras 3-3A y B). La aferencia mas importante proviene de la corteza
entorrinal, que recibe inputs desde la corteza los cuales llegan al hipocampo (areas
CA1 y CA3, principalmente) por la via perforante. También recibe inputs desde la
corteza cingulada, perirrinal y parahipocampal. Las eferencias de la formacién
hipocampal se originan, principalmente, en el subiculo, desde donde saldran los
outputs hacia la corteza cingulada y é4reas de la corteza de asociacion. Ademads, las
eferencias de la formacién hipocampal se dirigen, a través del férnix, hacia los
cuerpos mamilares, el tdlamo anterior y la corteza cingulada. Todas las areas de la
formacion hipocampal estdn implicadas en el procesamiento de la informacién
espacial (Wyss y cols., 2000) aunque también intervienen en el procesamiento de
informacion no espacial (Galani y cols., 1998; Lukonayov y cols., 2005) (ver
Figura 3-3B).
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Figura 3-3: A) Localizacion del hipocampo (Tomado de Bear y cois., 1996); B) Diagrama de flujo
y esquema de las principales vias del hipocampo involucradas en el procesamiento de la
informacion (Tomado de Valencia-Alfonso y cois., 2004)

A nivel anatémico, el hipocampo se considera una estructura critica para el
aprendizaje y la memoria en sujetos humanos, interviniendo en la formacién de
nuevas representaciones de estimulos durante el aprendizaje y en el procesamiento
de pistas contextiales necesarias para la memoria espacial (Gluck y Myers, 1993).
En animales, experimentos realizados con el laberinto de agua muestran que el
hipocampo parece ser el lugar donde se almacena la informacién espacial
necesaria para una correcta ejecuciéon, aunque no seria la unica estructura

implicada (Burwell y cois., 2004).

A nivel molecular, diversas investigaciones apoyan la idea de que la

potenciacion a largo plazo (LTP o Long Term Potentiation) ocurre mas
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rapidamente en el hipocampo y, por tanto, esta estructura podria ser importante en
la formacién del engrama (Cain, 1998). Ademas, aunque la LTP del hipocampo se
ha asociado teéricamente a diversos tipos de aprendizaje, se ha relacionado mas
claramente con el aprendizaje espacial (Morris y cols., 1986). La induccién de
ciertas formas de LTP implica un aumento post-siniptico de calcio (Ca®")
dependiente de los receptores NMDA. Se ha observado que las sustancias que
bloquean la LTP dependiente de los receptores NMDA deterioran el aprendizaje
espacial en ratas (Almaguer-Melidn y cols., 2002). Los resultados obtenidos en los
estudios sobre manipulaciones genéticas en ratas y ratones también son
consistentes con la idea de un posible papel de la LTP en el aprendizaje espacial
(Silva y cols., 1998). Sin embargo, es importante tener en cuenta el hecho de que
la saturacién de la LTP puede causar déficits de aprendizaje en el laberinto de
agua de Morris (Moser y cols., 1998), ya que en este estado neural no es posible,
al menos durante un periodo de tiempo, la potenciacién en ningtin lugar de la via

que se pretende potenciar (Liao y cols., 1995).

Un estudio de Ramirez-Amaya y colaboradores (1999) demuestra que puede
producirse sinaptogénesis (formacion de contactos sinapticos) en las fibras
musgosas del hipocampo después de someter a ratas adultas a sesiones repetidas
de aprendizaje espacial en el laberinto de agua de Morris. Los resultados
histolégicos sefialaron que los animales en los que se encontré un aumento
significativo de las terminales de las fibras musgosas en CA3 fueron los que se
habian entrenado durante varios dias (10 ensayos por dia) en comparacion con
aquellos animales que se habian entrenado solamente 1-2 dias. Los animales
entrenados durante 5 dias fueron los que mejor recordaron la tarea una semana y
hasta un mes mds tarde, y ademds mostraron un mayor incremento en las
proyecciones de las fibras musgosas. Dichos datos permiten sugerir que estas
nuevas proyecciones podrian relacionarse con la formacién de la memoria a largo

plazo y la representacién espacial (Balderas y cols., 2004).

A nivel celular, la hipotesis de O'Keefe y Nadel (1978) referente al

hipocampo como la estructura cerebral a través de la cual se forma el mapa
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cognitivo que permite al animal navegar en el espacio, esta apoyada por el
descubrimiento de un tipo de células, las células de lugar (place cells), ubicadas
en el hipocampo y que se activan cuando el animal se encuentra en una
localizacién concreta en determinado ambiente (O'Keefe y Dostrovsky, 1971).
Anatémicamente, estas neuronas son células piramidales de la region CA1 y CA3;
se han hallado tanto en ratas como en ratones y en ambas especies parecen
codificar una representacién polimodal del lugar y no simplemente las sefiales
sobresalientes del entorno del animal (Cho y cols., 1998). Ello pone de manifiesto
el papel de las células de lugar en la codificacién de las localizaciones espaciales
del ambiente y apoya, en el &mbito anatémico y funcional, la hipé6tesis de que el
hipocampo estd implicado en la formaciéon del mapa cognitivo, el cual resulta
crucial en el aprendizaje de lugar (Cain, 1998). Se considera que la representacion
de las células de lugar es plastica y que depende de los mismos mecanismos
neurobioldgicos que subyacen a la plasticidad sinaptica (Jeffery y Hayman, 2004).
Por su parte, Florian y Roullet (2004) enfatizan que el area hipocampal CA3
resulta imprescindible para la adquisicion, pero sobre todo para la retencion, del

aprendizaje espacial.

Corteza parietal: Varias investigaciones apuntan la implicacion del 16bulo
parietal en procesos de aprendizaje y memoria espacial (Steinmetz, 1998;
Constantinidis y Wang 2004). El cortex parietal parece estar mas directamente
implicado en la navegacién cuando se utilizan sefiales proximales; en cambio, el
hipocampo parece estar mas involucrado en el procesamiento de las sefiales
distales (Cressant y cols., 1997). La lesién del cortex parietal induce patrones de
busqueda diferentes a los que produce la lesiéon del hipocampo: los animales
buscan la plataforma sumergida en el agua de manera mas o menos aleatoria; los
animales con lesiones del hipocampo utilizan estrategias como realizar circulos de
diferentes didmetros para localizarla. Estas diferentes estrategias sugieren que las
ratas con lesiones parietales muestran un grave deterioro en la ejecucién del
laberinto de agua, tanto en la fase de adquisiciéon como en la fase de retencion
(DiMattia y Kesner, 1988).
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McNaughton y cols., (1989) descubrieron unas células en el cortex parietal
llamadas células de direccion de la cabeza (head direction cells), que mostraban
propiedades complementarias a las células de lugar del hipocampo. Estas células
se encuentran situadas detras del subiculo y su actividad parece estar relacionada
con la orientacién de la cabeza de los animales con respecto al entorno,
independientemente de su localizacién (Poucet y cols., 2003). El descubrimiento
de estas células apoya la idea de que el cortex parietal integra y procesa tanto
informacién visual como informacion relativa al movimiento (Save y cols., 1998).
La contribucion de la corteza parietal al procesamiento de la informacion espacial
podria depender del grado de funcionalidad del hipocampo, aunque el papel de
estas dos estructuras no puede aislarse de otras areas cuya actividad parece estar
implicada en algunos aspectos espaciales de la integracién y procesamiento del

entorno (Save y cols., 1998).

Hoh y colaboradores (2003), en una amplia investigacién respecto a la
implicacion de zonas de la neocorteza en el laberinto de agua, corroboran el papel
de la corteza parietal en la adquisicion de la tarea, pero curiosamente encuentran
que ratas entrenadas previamente a la lesién ejecutaron igual que las ratas
controles. Estos resultados parecen sugerir que ninguna de las zonas de la
neocorteza examinadas, entre ellas la corteza parietal, son cruciales para la
realizacion de la prueba cuando los sujetos ya poseen estrategias para realizar la

misma.

Otras estructuras implicadas en el aprendizaje espacial: Como hemos
sefialado, para el aprendizaje espacial es esencial la integridad de la formacién
hipocampal, pero debemos remarcar que el proceso es mucho mas complejo y
requiere de la participacion de otras estructuras y vias cerebrales (Cain y cols.,
1996). De hecho, el aprendizaje espacial en general y la ejecucion del laberinto de

Morris en particular, requieren de la accién coordinada de diversas areas
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cerebrales que constituyen una red neural funcionalmente integrada (D’Hooge y
De Deyn, 2001).

Estudios con ratas con lesiones en el tdlamo lateral muestran deficiencias en
el aprendizaje tanto con plataforma oculta como visible (Savage y cols., 1997), y
sugieren que las estructuras del tdlamo podrian intervenir en la memoria de
trabajo espacial (Mumby y cols., 1999). Dicha memoria de trabajo espacial en
ratas también se ve perjudicada por lesiones en los cuerpos mamilares (Santin y
cols., 1999), y ademads, varios estudios implican a la amigdala en diferentes
aspectos de la ejecucion del laberinto de agua (Spanis y cols., 1999; Kim y cols.,
2005). Asimismo, lesiones en el locus coeruleus y en nicleos del rafe afectan la
ejecucion del laberinto de Morris (Compton y cols., 1995). Las lesiones en los
nucleos dorsales del rafe no afectaron al aprendizaje en el laberinto de agua, pero
agravaron los efectos de las lesiones de los ganglios basales (Riekkinen y cols.,
1990). En un experimento con el laberinto de agua de Morris y la administracion
de anfetamina post-entrenamiento en el hipocampo, Packard y colaboradores
(1994) observaron que mejoraba la retencién del laberinto basado en claves
espaciales, mientras que si la administracion se producia en el nucleo caudado, la
retencion facilitada era la del laberinto guiado por claves visuales. Sin embargo, la
administracion en la amigdala facilitdé la retencion de la tarea en ambas

situaciones.

Debemos sefialar, ademds, que no sélo las lesiones de areas cerebrales
relevantes para el aprendizaje espacial sino la desconexién entre ellas pueden
perjudicar la ejecucién del laberinto de agua. Por ejemplo, las lesiones de la
fimbria y el fornix interrumpen la mayor parte de las conexiones que se abren
paso a través de estas estructuras, por lo que convierten en disfuncional al
hipocampo, ademdas de que estas fibras medien en funciones no atribuibles al
hipocampo (Whishaw y Jarrard, 1995). A nivel conductual, las lesiones en la
fimbria-férnix mostraron un aprendizaje deficiente con plataforma oculta (Nilson
y cols., 1989). Recientemente Mogensen y colaboradores (2005) han sefialado que

tras seccionar esta estructura, las ratas lesionadas mostraron una orientacion

84



Modelos de aprendizaje

egocéntrica en un ensayo sin plataforma, y en cambio, tras lesiones del cortex

prefrontal utilizaron otras estrategias distintas.

Las lesiones en el ndcleo basal magnocelular, principal estructura
colinérgica, parecen deteriorar gravemente el aprendizaje de la localizaciéon
espacial de una plataforma oculta en el laberinto de agua, tanto utilizando una
estrategia alocéntrica como egocéntrica (Nieto-Escamez y cols., 2002), aunque
este niicleo parece jugar un mayor papel durante te las fases de adquisicion de la

tarea que durante su ejecucion (Nieto-Escdmez y cols., 2004).

Investigaciones realizadas en ratas han llevado a sugerir que el estriado
dorsal (caudado-putamen) también podria desempefiar un papel relevante, aunque
diferenciado del hipocampo, en la organizacién espacial de la conducta. Parece
que las regiones laterales del estriado dorsal participarian en el aprendizaje de
habitos estimulo-respuesta mientras que el estriado dorsal medial podria intervenir
e influir en una forma de memoria cognitiva similar a la asociada tipicamente con
el hipocampo (Packard y Knowlton, 2002). Esta teoria se basa en la evidencia de
que las lesiones en el estriado dorsal medial perjudican la capacidad de
navegacion espacial en el laberinto de agua con plataforma oculta; en cambio,
lesiones en las regiones laterales del estriado dorsal no la alteran (Devan y White,

1999).

Respecto a las bases neuroquimicas del aprendizaje espacial, las evidencias
obtenidas en pacientes con Enfermedad de Alzheimer (EA) asi como numerosos
estudios realizados en animales han confirmado el importante papel del sistema
colinérgico en los procesos de aprendizaje y memoria, particularmente en la
memoria espacial (Riekkinen y cols., 1997; Myhrer, 2003). Sefialaremos en
primer lugar el relevante papel del sistema colinérgico en el aprendizaje espacial y
brevemente la funcion de otras sustancias neurotransmisoras con mayor

implicacién en este modelo animal.
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Acetilcolina: El declive en la actividad colinérgica central en la EA se halla
bien documentado (Perry y cols., 1986; Pepeu y Giovanelli, 1994). Las
reducciones en la acetilcolintransferasa (AChT), enzima que interviene en la
sintesis de acetilcolina, correlacionan con la reduccion en el nimero de neuronas
colinérgicas centrales asi como con el grado de deterioro cognitivo (Levin, 1992;
Levin y Simon, 1998). Diversos estudios muestran también que los deterioros del
aprendizaje espacial en ratas de edad avanzada se relacionan con la disminucién
de la actividad de la AChT en la region del cerebro basal anterior (Gallagher,
1993). Estas observaciones apoyan la denominada hipotesis colinérgica de la
memoria (Bartus y cols., 1982), segun la cual se considera que los déficits en el
sistema colinérgico podrian ser responsables del deterioro cognitivo que se
observa tanto en el envejecimiento normal como en la EA. Dicha hipétesis apunta
al sistema colinérgico como el més claramente implicado en el deterioro cognitivo

asociado al envejecimiento normal y al patoldgico (Francis y cols., 1999).

Un gran ntimero de investigaciones se han centrado en evaluar los efectos de
la administracién de agonistas y antagonistas colinérgicos sobre la adquisicién y
retencion del laberinto de agua. Los resultados de dichas investigaciones apoyan,
en general, el papel del sistema colinérgico en el aprendizaje espacial asi como la
independencia funcional entre los dos tipos de receptores colinérgicos
(muscarinicos y nicotinicos) en la regulacion de este tipo de aprendizaje. Estos
dos receptores parecen tener efectos simplemente aditivos ya que, generalmente,
no se observa interaccién entre ellos en el control de la memoria espacial
(Cozzolino y cols., 1994).

La nicotina, agonista colinérgico, influye sobre la ejecucion en el laberinto
de agua, aunque sus efectos parecen depender de la dosis y de la duracién de la
exposicion al farmaco, asi como de las caracteristicas de los animales
experimentales y del régimen de administracién (Vicens y cols., 2003a). Por
ejemplo, la administracién aguda de nicotina antes del entrenamiento diario
mejora el aprendizaje en ratas de edad avanzada (Socci y cols., 1995; Riekkinen y
Riekkinen, 1997), en ratas jovenes con lesiones septales (Hodges y cols., 1992;
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Grigoryan y cols., 1994), y en ratas jévenes no lesionadas (Hodges y cols., 1995).
Sin embargo, no se han observado efectos beneficiosos del tratamiento agudo con
nicotina en ratones intactos de la cepa NMRI (Lamberty y Gower, 1991b) ni tras
10 dias de administracién en la evaluacion de la tarea a varias edades (Vicens y
cols., 2003b). Attaway y colaboradores (1999) tampoco indican mejoria en ratas
Fisher jovenes o viejas, aunque si sefialan que la nicotina aumenta la velocidad de
nado en el laberinto de agua. Por otra parte, la administracién crénica de nicotina
antes de la evaluacion en el laberinto de agua de Morris mejora la adquisicion de
esta tarea en ratas jovenes (Abdulla y cols., 1996). Por ejemplo, cuando el
tratamiento con nicotina se inicia 3 dias antes de la evaluaciéon en la prueba
conductual y sigue durante la realizacion de la misma, facilita la ejecucion en el
laberinto de agua tanto en ratas jévenes como en ratas de edad avanzada (Socci y
cols., 1995). En ratones de la cepa C57 se ha observado que la nicotina acelera la
tasa de aprendizaje de la tarea cuando la administracion se inicia 5 dias antes de la
adquisicion de la tarea, pero no cuando se administra tnicamente antes del
entrenamiento diario (Bernal y cols., 1999). En ratas, tras una lesion del cortex
fronto-medial Brown y colaboradores (2000) aportan una mejoria en la
adquisicion del laberinto de agua tras el tratamiento con nicotina durante 11 dias;
mejoria que no se observa en ratas controles. Estos mismos autores sefialan
también un efecto compensatorio de la nicotina tras lesiones en la fimbria-fornix,
efecto que se revierte tras la administracion de mecamilamina (Brown y cols.,

2001b).

La fisostigmina, un inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa (AchE:
enzima que inactiva la ACh), induce una mejora moderada del funcionamiento
cognitivo, aunque la mayor desventaja de esta sustancia es la corta duracion de su
efecto (Johansson y Nordberg, 1993). La rivastigmina, un agente
anticolinesterasico, mejora los déficits motores y el deterioro de la memoria
espacial producidos por un traumatismo cerebral en ratones (Chen y cols., 1998).
También se ha observado que la tacrina (fetra-hidroaminoacridina o THA), otro
agente inhibidor de la AChE, puede estabilizar los déficits en la memoria de

referencia observados en el laberinto de agua tanto en ratas con lesiones septales
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como en ratas de edad avanzada (Riekkinen y cols., 1991). La pilocarpina,
agonista muscarinico, previene los déficits cognitivos en ratas de edad avanzada
logrando que su ejecucion no sea diferente a la de ratas jovenes (De-Mello y cols.,
2005)

Por otra parte, las manipulaciones farmacolégicas que suprimen la actividad
de la ACh en el hipocampo producen déficits en la ejecucién en el laberinto de
agua, confirmando la implicacién del sistema colinérgico en el aprendizaje
espacial (Whishaw, 1985). Asi, la escopolamina, antagonista muscarinico,
deteriora la adquisicién y la retencién del laberinto de agua (Abdulla y cols.,
1993; Zheng y cols., 2002), y la fenserina (inhibidor colinesterasico) contrarresta
los déficits provocados por la escopolamina (Janas y cols.,, 2005). La
administracion de mecamilamina, antagonista nicotinico central, empeora la
adquisicién de la informacién espacial en este laberinto aunque no afecta al
recuerdo de la informacién espacial previamente adquirida (Decker y Majchrzak,
1992). La administracion de hexametonio, antagonista nicotinico periférico,
aumenta también las latencias de escape en el laberinto de agua, aunque su efecto
es menor que €l de la mecamilamina (Decker y Majchrzak, 1992). Las lesiones
con 4cido iboténico (analogo del glutamato) en el septum medial induce efectos
amnésicos en la tarea de aprendizaje espacial y provoca signos degenerativos
como un descenso en la actividad de la AChT y en las neuronas reactivas al AChE
en el hipocampo (CA1 y CA3 sobre todo) y en el cortex frontal (Kim y cols.,
2004). Recientemente, Wu y Yu (2004) sefialan que la administracion de
oxitocina en el nicleo basal magnocelular (NBM) increment6 la latencia de las
ratas en el laberinto de agua de Morris, indicando un deterioro en la adquisicion
de la tarea espacial, aunque la retencion no se ve afectada. Los autores apuntan
que los efectos de la oxitocina en el aprendizaje y memoria estan causados por su

interaccion con el sistema colinérgico y mediados por el receptor de oxitocina.

NMDA y Glutamato: Diversos estudios apoyan la hipétesis de que los
receptores NMDA, implicados en el fendmeno de la LTP (Izquierdo, 1991; Xu y
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cols., 2005) son criticos para el inicio de la modificacion sinaptica que subyace al
aprendizaje espacial aunque no son necesarios para la transmisién sindptica
implicada en la recuperacion de la informacién espacial. El estudio de este sistema
de neurotransmisién es importante puesto que el fenémeno de la LTP en la
mayoria de sinapsis del hipocampo depende de la actividad de los receptores

NMDA (Cain, 1998; Kim y cols., 2004).

Para evaluar el papel de los receptores NMDA en la sinaptogénesis,
Balderas y colaboradoes (2004) estudian la aplicacién antes de la adquisicion del
laberinto de agua del antagonista NMDA denominado MK801, y observan que
afecta al aprendizaje, aunque finalmente los animales al quinto dia adquieren la
tarea. También se aprecian un fuerte dafio en la memoria, y en la induccion de la
sinaptogénesis en la region CA3. Este estudio sugiere que para que se pueda
consolidar la memoria a largo plazo se requieren los eventos plasticos provocados
por sesiones reiteradas de aprendizaje, asi como el funcionamiento de los
receptores NMDA para la formacion de nuevas sinapsis y la consolidacién de la

memoria de la tarea espacial (Tang y cols., 1999).

Otros trabajos también confirman que los antagonistas de los receptores
NMDA, incluso a pequeiias dosis, dan lugar a un grave deterioro en la adquisicién
de tareas de aprendizaje espacial de forma altamente especifica, sin dafiar la
ejecucion de la memoria (D’Hooge y De Deyn, 2001). Por otra parte, el
tratamiento con glutamato monosédico induce déficits en el aprendizaje de la
tarea del laberinto de agua debido, probablemente, a la lesiéon del hipocampo.
Dichos déficits podrian atribuirse al hecho de que los mecanismos colinérgicos del
hipocampo estén alterados y podrian implicar una disminucién en la sintesis de

acetilcolina (Wong y cols., 1997).

Por otro lado, la activacion de los receptores o-adrenérgicos y de los
lugares de unién para la glicina en el complejo receptor NMDA puede, hasta
cierto punto, contrarrestar los déficits relacionados con la edad en el laberinto de

agua (Riekkinen y cols., 1996b y 1997). En ratas, el tratamiento con una
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neurotoxina que destruye los axones y terminales noradrenérgicos del locus
coeruleus no tuvo efecto en la adquisicién del laberinto de Morris (Lapiz y cols.,
1999) y lesiones con 6-OHDA afectan el aprendizaje espacial dependiendo de la
temperatura del agua (si esta fria puede mejorar el aprendizaje), lo que sugiere que
el sistema noradrenérgico no juega un papel preponderante en el aprendizaje de

lugar (Lapiz y cols., 2001).

GABA: Parece que la activacion del sistema gabaérgico inhibitorio
interfiere directamente en las capacidades de aprendizaje espacial, y la supresion
de su actividad puede aumentar esas y otras capacidades (Myhrer, 2003). En
general se ha observado que los agonistas benzodiacepinicos deterioran el
aprendizaje espacial (McNamara y Skelton, 1993) pero estos deterioros pueden
ser revertidos con una familiarizacién previa al laberinto o bien con un pre-
entrenamiento en una tarea no espacial, por lo que es posible que los refectos de
dichos agonistas ejerzan sus efectos a través de la motivacion para escapar del
agua (Myhrer, 2003). De acuerdo con esta ultima idea, la buspirona también
deterior6 la adquisicion del laberinto de agua de forma similar a las

benzodiacepinas (McNaughton y Morris, 1992)

Dopamina: El sistema dopaminérgico es otro de los sistemas estudiados en
relacion con el aprendizaje espacial. En general los antagonistas dopaminérgicos
deterioran el aprendizaje espacial. Se ha observado que el haloperidol, antagonista
dopaminérgico, impide este tipo de aprendizaje en ratas. La administracién de
haloperidol a dosis bajas, deteriora la ejecucion en el laberinto de agua en la
versi6n de la plataforma oculta, mientras que con la plataforma visible no se ve
alterada (McNamara y Skelton, 1993). En la interpretacion de estos resultados hay
que tener en cuenta que dosis elevadas de haloperidol provocan alteraciones
motoras y/o motivacionales que pueden interferir en la ejecucion de la tarea
espacial (D’Hooge y De Deyn. 2001). Sin embargo, también se ha demostrado

que los antipsicéticos, al inhibir la transmision dopaminérgica, impiden los
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procesos de memoria. Animales transgénicos sin expresar los receptores Dja
mostraron una ejecucion deteriorada tanto con plataforma oculta como visible y
los deterioros no parecian deberse a dificultades motoras para el nado aunque si se
percibié una elevada conducta de tigmotaxis. Hersi y colaboradores (1995)
sefialan que tras la administracién de un agonista D; se observé una mejora en la
adquisicion en ratas viejas. Es posible que los efectos beneficiosos de los
componentes dopaminérgicos en el laberinto de Morris se encuentren mediados
por las interacciones dopamina-acetilcolina que ponen de manifiesto que la
liberacion de ACh hipocampal se ve incrementada por los agonistas

dopaminérgicos (Laplante y cols., 2004).

Opidceos enddgenos: El sistema opiaceo también afecta el aprendizaje
espacial en el laberinto de agua. Por ejemplo, la administracién aguda de naloxona
y naltrexona, antagonistas opidceos, antes del entrenamiento diario en la tarea
mejora la adquisicién y ejecucion de la misma (Decker y cols., 1989) mientras que
la administracion de morfina la deteriora y puede contrarrestarse con la
administracién de naloxona (McNamara y Skelton, 1993) asi como con la
administracién de fisostigmina (Zheng y cols., 2002). En este tltimo estudio,
Zheng ademés sefiala que la administracién conjunta de morfina y escopolamina
supera el deterioro inducido por cada sustancia por separado, lo que sugiere una

relacion entre el sistema opiode y colinérgico en el aprendizaje espacial.

Otros sistemas implicados: Ademas de los distintos sistemas de
neurotransmisién implicados en el aprendizaje espacial, otros mecanismos
neurobioldgicos podrian jugar un papel importante en este aprendizaje, como por
ejemplo factores de crecimiento nervioso o algunos neuropéptidos. Los factores
neurotréficos son sustancias que promueven el crecimiento y diferenciacién de las
neuronas, siendo especialmente importante el Factor de Crecimiento Nervioso
(Non Growing Factor o NGF) (Smith, 1996). En ratas envejecidas hay una

relacién entre los niveles de NGF y el aprendizaje espacial de modo que la
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administracion intraventricular de NGF durante dos semanas aumenta el tamafio
de las neuronas del cerebro anterior, estimula la actividad de la AChT y mejora la
memoria espacial (Henriksson y cols., 1992). Como se ha sefialado, la nicotina
puede favorecer también la memoria espacial, y segtin Hernandez y Terry (2005)
dichos efectos favorables en el sistema colinérgico y en las funciones mnésicas
podrian estar mediados por receptores NGF de alta afinidad. Tanto los cambios en
la morfologia dendritica encontrados en el cértex prefrontal (Brown y cols.,
2001a), como el aumento en la liberacion de factores NGF en el hipocampo
(French y cols., 1999) tras la administracién de nicotina pueden contribuir a los
efectos facilitadores de dicho agonista colinérgico en el aprendizaje espacial,
puesto que lesiones de ambas estructuras deterioran la ejecucion del laberinto de
agua de Morris. Asi neuropéptidos pueden actuar como neurotransmisores o
neuromoduladores en el SNC y pueden estar implicados en los procesos de
aprendizaje espacial. La contribucién de la somatostatina al aprendizaje del
laberinto de Morris no esta del todo clara, pero recientemente se ha observado que
un agonista de la angiotensina puede facilitar el aprendizaje, mientras que un
antagonista deteriora la adquisicion. La administracion en el septum de
vasopresina también provoc6 un aumento en las latencias de escape del laberinto
de agua (Myhrer, 2003).

Las evidencias sefialadas en las paginas precedentes sobre los mecanismos
neurobioldgicos que subyacen al aprendizaje en el modelo del laberinto de agua
de Morris, sugieren que una ejecucion Optima de la tarea requiere de una red
neural de funcionamiento integrada entre las diferentes areas y sistemas de

neurotransmision que intervienen en el aprendizaje y la memoria espacial.
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3.2.- EL CONDICIONAMIENTO DE EVITACION ACTIVA

Este tipo de paradigma permite evaluar, dependiendo del procedimiento de
aplicacion del mismo, tanto la adquisicién como el recuerdo implicito de una tarea
de tipo asociativo que combina componentes de condicionamiento clasico y de
condicionamiento instrumental (aunque haya diferentes teorias al respecto, tal

como expondremos en un apartado posterior).

El condicionamiento de evitaciébn activa es una tarea compleja de
aprendizaje y memoria no declarativa (Heyser y cols., 1999; Vaglenova y cols.,
2004) en la cual el aprendizaje emocional parece desempefiar un papel muy
importante (Beuzen y Belzung, 1995), e incluso algunos autores lo consideran un
modelo muy util para estudiar la implicacién emocional en un aprendizaje de
miedo (Zhang y cols., 2005). En este sentido, se considera una tarea tanto de
aprendizaje condicionado como de respuesta emocional ante un estimulo aversivo
(Brambilla y cols., 1997). Esta tarea implica, ademas, un alto grado de conflicto
provocado por la tendencia a la evitacién pasiva (quedarse quieto) y la activa
(cambiar de compartimento) debido a que, en cada ensayo, los animales deben
aprender a cruzar al lado de la caja donde anteriormente han recibido una descarga
si quieren evitar la siguiente (Ferré y cols., 1994). En las etapas de entrenamiento
iniciales conlleva niveles elevados de miedo condicionado (Aguilar y cols., 2002)
y, en estos ensayos, la ansiedad parece desempefiar un papel fundamental (Ferré y
cols., 1994).

En los roedores, existen amplias diferencias individuales para aprender este
condicionamiento. Algunos animales muestran una buena capacidad de
aprendizaje, mientras que otros necesitan mds sesiones de entrenamiento para
conseguirlo o no llegan a aprenderlo (Morgado, 2002). Estas diferencias en el
fenotipo de la conducta de evitacién han dado lugar a la cria selectiva de ratas
altamente evitadoras y poco evitadoras utilizadas en diferentes estudios
(Escorihuela y cols., 1999). Otras investigaciones han puesto de manifiesto

importantes diferencias entre cepas en la adquisicion de las respuestas de
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evitacion (Heyser y cols., 1999; Brennan, 2004). También se han observado
diferencias entre ratas y ratones en esta tarea debidas principalmente a que los
ratones presentan una menor tendencia que las ratas a mostrar la conducta de
Jfreezing (inmovilizacion) al enfrentarse con un estimulo de miedo. Estas
distinciones en la respuesta de evitacion son de especial relevancia ya que de ello
se deriva que dicha tarea es un aprendizaje sensible tanto a las diferencias
individuales mostradas por los sujetos como al posible efecto de las

manipulaciones ambientales debido al alto contenido emocional que presenta.

Como se ha sefialado, el condicionamiento de evitacion activa es una tarea
de aprendizaje no declarativo. Bajo el nombre de memoria implicita (no
declarativa) se engloban un conjunto de diferentes formas de memoria no
conscientes, memorias que implican cambios en habitos, en habilidades y en la
manera de responder a los estimulos como consecuencia de la experiencia
adquirida. La memoria implicita es la memoria de como se realizan las cosas que
hacemos normalmente (Morgado, 2005). Las diferentes formas de memoria no
declarativa implican regiones que se encargan de la percepcién del material
presentado, juntamente con algunas estructuras que procesan la informacion
motora y emocional (neocorteza, neoestriado o amigdala). En cualquier caso,
parecen ser memorias independientes de la formacion hipocampal, puesto que se
encuentran conservadas en pacientes con lesiones en el 16bulo temporal medial
ademas de que pueden observarse en invertebrados, que no poseen formacion
hipocampal. Recientemente, sin embargo, ha podido comprobarse
experimentalmente que la separacion entre los distintos sistemas de memoria no
es tan estricta como se planteaba y los sistemas de memoria no declarativa pueden
interactuar entre ellos e incluso junto con el sistema de memoria declarativa

(Morgado, 2005).
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3.2.1.- DESCRIPCION Y PROCEDIMIENTO

La tarea de evitacion activa se considera un modelo dual de aprendizaje y
memoria implicita (Morgado, 2005) en la que el sujeto tiene que aprender a
ejecutar una determinada respuesta para evitar un castigo. La presentacion del
castigo suele ir precedida de una sefial de alarma que sefiala el momento indicado
para realizar la respuesta. Si bien al comienzo de la prueba el sujeto huye del
estimulo aversivo (generalmente un choque eléctrico ligero en las patas), las
repetidas asociaciones entre la sefial de alarma y la estimulacién aversiva permiten
que el sujeto responda a la sefial de alarma y pueda asi evitar el estimulo aversivo
consiguiente (la descarga eléctrica). El emparejamiento de ambos estimulos
produce el condicionamiento de miedo ante la sefial de alarma y motiva la
respuesta (Candido y cols., 2004) El primer paso del aprendizaje de evitacion es
generalmente el escape; a medida que continda el entrenamiento aparecen
reacciones anticipatorias ante la sefial de aviso que permiten al animal evitar la
descarga. Las conductas de evitacién también pueden desarrollarse en ausencia de -
sefiales externas, como ocurre en el caso de la evitacién no discriminada o tipo
Sidman, en la que el estimulo incondicionado se aplica a intervalos de tiempo
regulares, y el paso del tiempo (o estimulos relacionados con él) sirve como
estimulo condicionado (Céndido y cols., 2004)

El aprendizaje de evitaciéon depende de diversos factores, incluyendo tanto
las propiedades del estimulo condicionado (EC) como del incondicionado (EI), el
intervalo entre ambos estimulos, la configuracion del aparato, la topografia de la
respuesta requerida, la especie y cepa de animales utilizada, etc. (Overmier, 1979;
Candido y cols., 2004; Myers y cols., 2005). Como estimulos incondicionados
pueden usarse infinidad de estimulos aversivos, aunque el mas utilizado es una
descarga eléctrica suave en las patas del animal (normalmente roedores). Los
estimulos condicionados reflejan mayor variedad porque cualquier sefial
detectable puede servir (sonido, luz, posicién del aparato, intervalo de tiempo,
etc.). Los més efectivos son aquellos que no se han asociado previamente al EI.

La duracion del estimulo condicionado influye en el nivel de dificultad del
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condicionamiento de evitaciéon. En términos generales y cuando los otros
parametros se mantienen inalterados, hay una relacion directa entre la duracién
del estimulo condicionado y el nimero de respuestas de evitacion efectuado por
ratas no tratadas (Edo-Izquierdo y cols., 1994). Se ha sugerido que el EC, como
estimulo de aviso puede ganar propiedades discriminativas cuando aumenta su
duracién y asf facilitar la formacién de asociaciones entre el EC y EI. Aunque
probablemente al incrementarse la duracidn del EC se reduzca la demanda de un
rapido proceso de seleccién y ejecucion de las respuestas (Satorra-Marin y cols.,
2001).

En cuanto a la intensidad del estimulo incondicionado, el aprendizaje de
evitacion se describié como una funcidn en forma de U invertida cuyo pico esta
alrededor de 0,25-0,30 mA. (Levine, 1966) demostrando que los niveles altos y
bajos de intensidad de la descarga retrasan la aparicion de la conducta de
evitacion. Otros autores sugieren que para evitar conductas que perturben el
aprendizaje, como la inmovilidad, saltos, agarre a la barrera de separacién entre
los compartimentos etc, es esencial que las descargas sean de una intensidad
ligera (0,125 a 0,5 mA) y entre éstas, a mayor intensidad mayor aprendizaje (Van
der Heyden y Bradford, 1988; Myers y cols., 2005), aunque investigaciones
recientes indican que una intensidad de 0,25 mA parece el minimo requerido para
obtener aprendizaje (Brush., 2003a; Zhang y cols., 2005). Probablemente para
conseguir un mejor aprendizaje sea necesaria una estudiada combinacién de los
Els y ECs utilizados, por ejemplo y segin Edo-Izquierdo y colaboradores (1994)
se observa una mejor ejecucion con un EI de baja intensidad, especialmente

cuando el EC tiene una mayor duracién.

En relacién con el intervalo entre los estimulos condicionado e
incondicionado se observa generalmente que cuanto mayor es dicho intervalo,
menor es el aprendizaje; la contigliidad parece ser esencial para obtener
determinados aprendizajes basados en el condicionamiento clasico (Tarpy, 1987).

También se ha observado que a mayor intervalo entre ensayos, mayor ejecucion

96



Modelos de aprendizaje

de respuesta. Sin embargo, si es demasiado largo las respuestas comienzan a

disminuir.

En general, durante el condicionamiento de evitacion, se contabilizan tres
tipos de respuesta: evitacion, si el animal cruza en la presentacion del EC (luz o
sonido); escape, cuando el animal cruza ante el EI (descarga); no respuesta,
cuando el animal no cambia de lado. Esta topografia determina, generalmente, la
cantidad de aprendizaje conseguido. Una consideracion en este sentido es que los
animales aprenderan mas rapidamente conductas de respuesta adaptativas si éstas
forman parte del repertorio de conductas defensivas de su especie (Bolles, 1970).
Ademas, debido a que la respuesta de evitacion implica un componente motor,
cualquier farmaco, lesién o manipulacién que incremente la actividad locomotora
de los animales podria aumentar el nimero de evitaciones (Vinader-Caerols y
cols., 1996; Aguilar y cols., 1998) mientras que los farmacos catalépticos o que
disminuyan la conducta motora pueden producir un deterioro en el aprendizaje

(Aguilar y cols., 2004).

La evitacién activa puede estudiarse con diversas pruebas de conducta
como el corredor de evitaciéon condicionada (runway avoidance); la caja de
evitacion (shuttle box) de una o de dos vias; el corredor circular (circular
runway); métodos de escape vertical (pole jump o pole climb); respuesta de
retirada de la pata; respuestas derivadas de la conducta operante (lever press o
wheel turning) y evitacion de la fuente de la descarga eléctrica. Ademads, una
misma caja de evitacién puede usarse aplicando distintos procedimientos. Por
ejemplo, en shuttle box la respuesta del animal puede ser la de cruzar siempre
hacia el mismo lado (one-way active avoidance) o cruzar de un lado a otro (two-

way active avoidance).

De todas las pruebas de evitacion quiza el mas utilizado sea el paradigma de
evitacion activa de dos sentidos (two-way active avoidance). Esta técnica de
condicionamiento fue descrita por primera vez en 1932 por Warner. Se entrena al

sujeto en una caja de dos compartimentos (shuttle box) donde debe aprender a
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cambiar de lado después de la sefial de alarma (una luz, un sonido o ambos) para
evitar una descarga eléctrica en las patas. El animal puede recibir la descarga en
cualquiera de los dos compartimentos por lo que, a veces, el animal debe moverse

en el sentido inverso al ensayo anterior para escapar o evitar la descarga.

La evitacion activa de dos sentidos es una tarea més dificil que la de una via
o el corredor de evitacion, probablemente debido a la falta de una zona segura
permanente. El conflicto experimental generado es mayor porque, ademés de una
respuesta de miedo al EC, también se desencadena un condicionamiento de miedo
al contexto (Torras-Garcia y cols., 2003). Estas circunstancias conllevan que los
factores emocionales se vean incrementados en este tipo de aprendizaje (Zhang y
cols., 2005). En cambio, este tipo de tarca tiene la ventaja de evitarle

manipulaciones constantes al animal entre ensayo y ensayo.

Generalmente, se diferencian cuatro fases en la adquisicién de esta tarea:

1. En los ensayos iniciales, las latencias de escape son bastante elevadas.

2. En los siguientes ensayos, dichas latencias se acortan.
Posteriormente, aparece la primera evitacion, existiendo un periodo en el
que se alternan respuestas de escape y de evitacion.

4. El animal evita la situacion continuamente, disminuyendo
considerablemente el nimero de escapes y casi desapareciendo el nimero

de no respuestas.

Después de adquirir la respuesta de evitacion, generalmente se reducen
considerablemente los sintomas de miedo y el animal se muestra més tranquilo al
realizar la conducta. Los fallos en la conducta de evitacién pueden deberse a
alguno de estos factores: 1) Una sensibilidad reducida al dolor; 2) El tratamiento
farmacolégico, las condiciones de alojamiento, alguna lesion, etc. pueden
provocar un enlentecimiento motor; 3) Algunos de los animales podrian haber
interpretado el EI como inescapable, sin darse cuenta que habia una respuesta

especifica capaz de hacer desaparecer la descarga eléctrica, manifestando asi
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sintomas observados en la indefension aprendida; 4) Los ensayos sin respuesta
pueden ser un reflejo del fallo en el mecanismo de seleccion de respuesta: los
animales podrian haber aprendido respuestas que disminuyeran el malestar (elevar
las patas delanteras, encogerse, saltar, colgarse de las paredes o del separador)

pero que no eran las més efectivas (Satorra-Marin y cols., 2001).

El paradigma del condicionamiento de evitacién activa permite evaluar la
adquisicion y el recuerdo implicito de una tarea de tipo asociativo que combina
componentes de condicionamiento clasico y de condicionamiento instrumental
(Squire, 1992; Guillazo-Blanch y cols., 2002) aunque para algunos autores este
tipo de aprendizaje tiene caracteristicas de un paradigma tnico que puede
distinguirse de ambos tipos de condicionamiento (Overmier, 1979).
Presentaremos brevemente las distintas teorias explicativas de este aprendizaje ya

que pueden ser relevantes para comprender la complejidad de este modelo.

En 1970 Bolles propuso que la conducta de evitaciéon activa podia ser
explicada iinicamente como un condicionamiento clésico, sin ninglin componente
de condicionamiento instrumental. Segin esta teoria, las respuestas de huida-
evitacién son respuestas incondicionadas frente a estimulos aversivos y la
eleccion de un tipo concreto de respuesta dependerd de la situacién.
Posteriormente se ha observado que aunque algunos datos experimentales
apoyarian esta teoria (es mds rapido aprender una respuesta de evitacién como
correr de lado a lado que presionar una palanca), otros sugieren que resulta
incompleta. Como el mismo Bolles sugirié, se adquieren antes aquellas conductas
que se encuentran en el repertorio de las conductas defensivas de cada especie.
Ademas, Kamin (1956) ya habia demostrado previamente que cuando la respuesta
de evitaciéon no acaba con la presentacion del EI y/o EC, el condicionamiento
clasico entre ambos estimulos no es suficiente para aprender la tarea en la shuttle
box. Datos mas recientes apoyan la idea de que el aprendizaje de evitacion activa,
como parte del paradigma defensivo instrumental, incluye un componente de
condicionamiento clasico de miedo (Savonenko y cols., 2003). Otros autores, sin

embargo, han sugerido que la conducta de evitaciéon puede ser un aprendizaje
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instrumental sin la intervencion del condicionamiento clasico. Estos trabajos
intentan demostrar que la adquisicion de una conducta de evitacién es posible sin
que se vea reforzada por la desaparicion de una sefial de alarma, aunque una de las
deficiencias de estas teorias es que no dejan claro cudl es el estimulo que refuerza
la conducta de evitacion y ademas, ponen en duda el postulado de contigiiidad del
condicionamiento clasico. En diferentes experimentos para apoyar esta teoria se
ha obtenido aprendizaje sin esta asociacion de dos acontecimientos en un
momento concreto, por lo que se cree que el hipocampo puede jugar cierto papel
en la adquisiciéon de este tipo de respuestas de evitacion, al ser la estructura
cerebral capaz de mantener las asociaciones discontinuas (Wallenstein y cols.,
1998) y detectar elementos comunes en distintos eventos (Guillazo-Blanch y cols.,
2002). Ademas, como veremos al explicar las estructuras implicadas en este
condicionamiento, las evidencia parecen sefialar un papel de las regiones
corticales que rodean el hipocampo en el aprendizaje contextual (Burwell y cols.,

2004).

La teoria de los dos factores, inicialmente propuesta por Mowrer y Miller
fue la primera que intenté explicar la conducta de evitacion sefialando que se
trataba de una respuesta compleja compuesta tanto por condicionamiento clésico
como por condicionamiento instrumental. Segin esta teoria, debido a las repetidas
asociaciones, el estimulo de alarma (EI) se convierte en un estimulo condicionado
(EC) de miedo. La teoria contintia afirmando que la conducta de evitacién es una
respuesta instrumental mas reforzada por la desaparicion del EC que por la no
aparicion del EI (Gray, 1993). Sin embargo, la explicacion ofrecida por esta teoria
resultaba incompleta. Si lo que mantenia la conducta de evitacién era el miedo al
EC, cuando el sujeto ya ha aprendido a evitar el EI, este miedo al EC deberia
extinguirse al no presentarse la descarga, por lo que también deberia hacerlo la
conducta de evitacién (Candido y cols., 2004). Fue necesaria la reformulacién de
la teoria y se introdujeron las sefiales de seguridad como una variable implicada
en el aprendizaje de evitacion activa. Experimentalmente se ha podido demostrar
que el miedo al EC disminuye a lo largo de las sesiones y que las sefiales de

seguridad se convierten en reforzadores secundarios que adquieren sus
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propiedades reforzantes por asociaciéon con periodos libres de estimulacidn
aversiva (Dinsmoor, 2001). De hecho, durante la evitacién de doble sentido, el
miedo al EC no disminuye a lo largo de las sesiones si no hay sefiales de
seguridad que lo inhiban (Candido y cols., 2004).

Amorapanth y colaboradores (2000) han conseguido disefiar un experimento
en el que han separado ambos componentes, instrumental y clasico del
aprendizaje de evitacion activa. El disefio de su experimento constaba de dos
fases: 1) Fase de condicionamiento clasico: condicionan aversivamente un tono
asociandolo a una descarga eléctrica. Los sujetos aprenden dicha asociacién
realizando una conducta de miedo ante el EC; 2) Fase de condicionamiento
instrumental: los sujetos se exponen al EC en una habitacion experimental nueva
y si saltan a un compartimento contiguo, el EC termina reforzando asi esta
conducta. Sélo si se aprende el condicionamiento clasico previo, se puede adquirir
un condicionamiento instrumental. De este modo consiguen disociar ambos
condicionamientos necesarios para obtener la conducta de evitacion activa segun
la teorfa de los dos factores. Parece pues, que la teoria que mas se adapta al
conjunto de datos obtenidos en investigaciones realizadas con la tarea de evitacion
activa sea la teoria de los dos factores. No debemos esperar que esta teoria sea
capaz de explicar todas las conductas de evitacion, porque es muy posible que
distintos sistemas de memoria contribuyan e interaccionen en este tipo de

aprendizaje complejo.

Ademas de las teorias basadas en el condicionamiento, algunos autores
consideran la conducta de evitacién activa mas como un modelo de reactividad
emocional que como un modelo de aprendizaje. Sus trabajos se han basado
fundamentalmente en los resultados de estudios llevados a cabo con dos cepas de
ratas: las llamadas Romanas, principalmente estudiadas por el grupo de
investigacion de Fernandez-Teruel y sus colaboradores (2002) y las llamadas
Siracusa con investigaciones llevadas a cabo por el equipo de Brush (2003ab).
Ambas cepas estdn criadas selectivamente por la conducta mostrada en shuttle

box, lo que posibilita clasificarlas como altas y bajas evitadoras. Las ratas
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Romanas seleccionadas como buenas o altas evitadoras (RHA: Roman high-
avoidance) y las Siracusa (SHA) adquieren la tarea de forma muy répida en
- contraste con las malas o bajas evitadqras (RLA: Roman low-avoidance) y las
SLA que muestran una conducta de evitacion extremadamente pobre (Aguilar y
cols., 2002). Las marcadas diferencias se han atribuido a factores emocionales y/o
motivacionales (Brush, 2003a). Los criterios de seleccion en los inicios de la cria
selectiva establecieron como buenas evitadoras las ratas que realizaban 40
evitaciones durante 60 ensayos; y las malas evitadoras se hallaban cerca de 0.
Mas adelante y con un entrenamiento adicional (300 ensayos) los animales que
realizan bien la tarea casi alcanzan el 100% de evitaciones; mientras que el
fenotipo mal evitador alcanzan Unicamente entre un 25-40% de evitaciones
(Brush, 2003a). Ambas cepas no difieren en la conducta motora necesaria para la
tarea, detectan la descarga por igual y no presentan deficiencias en el sistema

auditivo ni en discriminacién visual (Zhang y cols., 2005)

Ademas de por su conducta en evitacion, estas ratas difieren en otros
muchos aspectos, tanto a nivel conductual, como neuroendocrino, neuroquimico,
inmunoldgico y recientemente, también se han observado diferencias genéticas.
La linea RHA, ademas de su superioridad en la conducta de evitacién, presenta
una baja reactividad emocional y generalmente afronta las situaciones de forma
maés activa y efectiva. Estas ratas son mas propensas a la busqueda de sensaciones,
por ejemplo exploran més los lugares iluminados y tiene mayor tendencia a probar
nuevas sustancias aunque su sabor sea aversivo (Fernandez-Teruel y Escorihuela,
1997) lo que podria explicar, al menos en parte, su conducta diferencial en
evitacidén activa. Parecen ser menos ansiosas, muestran mayor reactividad
conductual y preferencia por sustancias reforzantes, asi como mayor activacién
del sistema mesolimbico tras la administracién de estimulantes (Ferndndez-
Teruel y cols., 1997) Son animales considerados poco miedosos/hipoemotivos
(Aguilar y cols., 2002). Las ratas poco evitadoras (RLA) son animales miedosos
que muestran una elevada reactividad emocional en medidas conductuales y
cuentan con una organizacién endocrina que les predispone a mostrar parametros

hormonales de reaccion al estrés en un amplio abanico de situaciones
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experimentales (Ferré y cols., 1994) y son ratas consideradas
miedosas/hiperemotivas (Aguilar y cols., 2002). También se han encontrado
diferencias a nivel neuroendocrino en los niveles de prolactina y corticosterona
(Steimer y cols., 1997), hormona corticotropa y adrenocorticotropina (Aguilar y
cols., 2002) asi como en neurotransmisién dopaminérgica (Lecca y cols., 2004),

gabaérgica (Giorgi, 2003a) y serotonérgica (Giorgi, 2003b).

Respecto a las diferencias genéticas, en un articulo de Fernandez-Teruel y
su equipo (2002) las evidencias permiten sugerir a los autores que en el
cromosoma 5 existe, al menos, un gen implicado en la manifestacién de la
conducta de miedo; uno de cuyos alelos provoca el aumento del nimero de
evitaciones y cambios en el tiempo pasado en los brazos abiertos del laberinto
elevado, asi como en la actividad en campo abierto y en el rearing. Sefialan que
dicho patrén es consistente con la acciéon de los farmacos ansioliticos, que
aumentan el niumero de evitaciones y el tiempo en los brazos desprotegidos del
laberinto elevado. En este sentido y, a titulo de ejemplo de las investigaciones
actuales que estudian la relacién entre genes y conducta de evitacién, Zhang y
colaboradores (2005) encuentran diferencias en la expresién genética de varios
genes multifuncionales (pleiotropicos) en el hipocampo, entre ellos uno implicado
en plasticidad sindptica y otro gen diana de los farmacos antidepresivos ISRS
(Inhibidores selectivos de la recaptacién de serotonina). Estos autores concluyen
que las diferencias en la conducta de miedo entre ratas altas y bajas evitadoras
probablemente emergen de la acumulacion de muchos pequefios cambios a nivel
genético. Actualmente se considera que en el aprendizaje de miedo y la emocién
hay implicados cambios estructurales y bioquimicos en las sinapsis que muy
probablemente requieren de una alteracién en la expresién y funcién génica.
Ademads de todas estas diferencias expuestas que pueden ayudar a dilucidar las
implicaciones en conducta de evitacidn, nos parece importante resaltar que ambas
cepas muestran diferencias en su morfologia hipocampal (Lipp y cols., 1988 y
1989). Abundaremos en esta diferencia en el siguiente apartado en el que
intentaremos presentar el papel de diversas estructuras cerebrales en el

condicionamiento de evitacidn activa de doble sentido.
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3.2.2.- BASES NEUROANATOMICAS Y NEUROQUIMICAS

Investigaciones clasicas sefialan la relacién entre la amigdala y el
condicionamiento de evitacion activa. Ashford y Jones (1976) mostraron que la
lesién por 6-OHDA de los nicleos amigdalinos dificultaba la adquisicion de una
respuesta en shuttle box sin afectar a su retencion o extincién. Schutz e Izquierdo
(1979) demostraron claramente la implicacion de la amigdala tanto en este
condicionamiento como en otros con gran carga emocional. Yeudall y Walley
(1977) observaron como la extirpacion de la amigdala impedia la ejecucion de las
respuestas de evitacion, pero no su aprendizaje y retencion. Posteriormente
diversos trabajos han ido poniendo de manifiesto cuales son los nucleos
amigdalinos implicados en el condicionamiento de evitacion. Por ejemplo,
Roozendaal y colaboradores. (1993) mostraron como la lesién del nicleo central
de la amigdala impedia la adquisicion, pero no la retenciéon del aprendizaje de
evitacion activa. El estudio de Amorapanth y colaboradores (2000) también
evalu6 el papel de los niucleos de la amigdala en la adquisicion de los
componentes clasicos e instrumentales de la conducta de evitacion activa. Las
lesiones en el nticleo lateral bloquearon la adquisicion tanto del condicionamiento
clasico (no aprendian la respuesta de miedo) como del instrumental (cambiar de
compartimento), por tanto éste podria ser el lugar donde se asocian el El y el EC
(Savonenko y cols., 2003). La lesion en el nucleo central de la amigdala bloqued
el cambio de compartimento, pero no el miedo. Este nicleo parece recoger las
aferencias del nucleo lateral y esta implicado en las respuestas reflejas de miedo
(freezing), en la expresion de diferentes cambios autonémicos (LeDoux y cols.,
1990) y en la reactividad al dolor (Helmstetter, 1992). Ademas, actualmente se ha
observado que el arousal emocional produce incrementos en la tasa de disparo de
las neuronas de este nicleo (Pelletier y cols., 2005). Por ultimo, la lesién en el
nucleo basal no permitié aprender la conducta de miedo pero si el cambio de zona
en la shuttle-box. Este nicleo parece ser el responsable, junto con los sistemas
estriatales, de formar las asociaciones necesarias entre el reforzador y la conducta
motora (Amorapanth y cols., 2000). Savonenko y su equipo, (2003) en una

completa investigacion con el paradigma de evitacion de doble sentido, sefialan
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que el bloqueo de los receptores NMDA en la amigdala basolateral produce un
deterioro en dicho aprendizaje, que se refleja en un déficit en la retencion del
miedo al contexto a largo plazo aunque la adquisicion a corto plazo del
condicionamiento de miedo se mantenga. Por ello, estos autores sugieren que para
aprender la asociacion entre el EC-EI, necesaria para realizar una respuesta
instrumental adaptativa, se requiere del normal funcionamiento de los receptores
NMDA en la amigdala basolateral y proponen que estos resultados apoyan el
papel de la amigdala en el almacenamiento a largo plazo de las memorias de
miedo. Numerosas investigaciones recientes apoyan la idea de que el aprendizaje
y el recuerdo de los sucesos temidos dependen de la integridad de la amigdala
(Maren y Quirk, 2004).

La amigdala se ha relacionado generalmente con el condicionamiento de
miedo (Maren, 2003) mientras que el hipocampo se aprecia como una estructura
necesaria para un procesamiento de los datos complejos, asi como para los
detalles del ambiente espacial, del contexto (LeDoux, 1992; Guillazo-Blanch y
cols., 2002). El aprendiiaje del condicionamiento q.ué nos ocﬁpa, la conducta de
evitacion de doble via, requiere de la participacion de ambas estructuras y podria
verse afectada por cambios o lesiones en ambas (Rubio y cols., 1999). Los
hallazgos recientes indicando que el condicionamiento de miedo produce un
incremento en la sincronizacién del ritmo theta en la amigdala lateral y en la
region CA1 del hipocampo proporcionan evidencia de que la activacién del
circuito amigdala-hipocampo estd implicado en el condicionamiento de miedo
(Seidenbecher y cols., 2003). Para estos autores la actividad theta en dicho
circuito representa un incremento en la comunicacién neural para promover o
estabilizar la plasticidad sindptica en estas zonas en relacién con retencién de la
memoria de miedo. En este sentido, Bramhan y colaboradores (1994) ya habian
encontrado un aumento del ritmo theta hipocampal tras el entrenamiento en una
tarea de evitacion activa. Las investigaciones actuales apuntan en la direccién de
asumir como criticas para el aprendizaje emocional (incluyendo la evitacién
activa), las interacciones bidireccionales entre el complejo amigdalino y el

hipocampo (Zhang y cols., 2005).
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En la mayoria de estudios anteriores se habia sugerido que la tarea de
evitacion activa podia adquirirse sin la participacion del hipocampo. Tras varias
investigaciones al respecto, comienza a establecerse claramente una relacién entre
hipocampo y conducta de evitacién debido principalmente a que la ejecucion en
shuttle box es sensible a los efectos de la lesidn en esta estructura cerebral,
sefialando que la formacién hipocampal facilita el aprendizaje de la conducta de
evitacion activa en shuttle box (Gray y McNaughton, 1983; Gray, 1993; Van der
Borght y cols., 2005). El estudio de dicha relacién adquirié gran importancia al
observarse que animales considerados malos aprendedores en este
condicionamiento, muestran un mayor numero de fibras musgosas en el
hipocampo que sinaptan en las capas intra e infrapiramidales de CA3 (Lipp y
cols., 1988). En este sentido, se ha comprobado la correlacion negativa entre la
habilidad mostrada por las ratas en la tarea de evitacion activa y la plasticidad
sindptica hipocampal, especialmente en el giro dentado (Roman y cols., 1999).
Esta correlacién también se ha observado en ratones DBA que muestran una
buena ejecucién en evitacidn y proyecciones mas cortas en las fibras
hipocampales asi como mayores densidades en receptores de kainato en estriado y
corteza que la cepa C57 (peores en shuttle-box). En esta ultima cepa, la
potenciacién a largo plazo en el hipocampo result6 ser de mayor duracion que en
los DBA. En este sentido y en un estudio reciente, Van der Borght y
colaboradores (2005) ponen de manifiesto que, tras el entrenamiento en la tarea de
evitaciéon activa (durante 1 o 4 dias), no se altera ni la proliferacién ni la
supervivencia celular en la zona subgranular del hipocampo; parece que tras la
realizacion de la tarea de evitacion no se producen efectos en la neurogenésis

hipocampal.

Es muy posible que las modificaciones en el circuito intrahipocampal
influyan en los procesos moduladores de la conducta de evitacion de doble sentido
(Lipp y cols., 1988). La facilitacion en la adquisicion de esta tarea provocada por
lesiones hipocampales se ha interpretado como resultado de la falta de
procesamiento de la informacién espacial que permite al animal volver al

compartimento donde se ha recibido una descarga eléctrica con anterioridad
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(Packard y Knowlton; 2002; Torras-Garcia, 2003). Es decir, lo que permitiria la
lesién hipocampal o el menor numero de fibras musgosas en CA3, es que no se
condicione aversivamente el contexto y el animal cambie de lado de la caja.
Guillazo-Blanch y colaboradores (2002) observan tras lesiones de la fimbria-
férnix (principal input subcortical del hipocampo) el mismo efecto facilitador y lo
relacionan con un déficit en la capacidad de recordar el contexto de miedo. Se ha
sefialado que, generalmente, las lesiones septales deterioran la ejecucion en una
amplia variedad de tareas, entre ellas la evitacion inhibitoria y la evitacién de un
sentido. Sin embargo, parece que estas lesiones incrementan la evitacién de doble
sentido (Torras-Garcia y cols., 2003). En este mismo trabajo experimental se
demostré que tras la lesiéon de una zona anterodorsal medial del septum (no
relacionada con la ansiedad) también mejoraba la ejecucion en shuttle box. Estos
autores descartan que los efectos facilitadores se relacionen con un aumento en la
actividad motora, o con un descenso de la conducta exploratoria o de la ansiedad,
considerando més plausible que el efecto de mejora se deba a un déficit en el
aprendizaje del contexto de miedo, probablemente a través de la via septo-

hipocampal via fimbria-fornix (Tbrras-Garcia y cols., 2003). Estos resultados
coinciden con los sefialados anteriormente por Pouzet y colaboradores, (1999) que
indicaban que tras una lesion en dicha estructura realizada con radiofrecuencia, se
apreciaba una pérdida completa de AChE en todo el hipocampo y como
consecuencia, una facilitacion de la conducta de evitacion, un aumento de la
actividad y un deterioro en la adquisicién del laberinto de agua. Gutiérrez-
Figueroa y colaboradores (1997) sefialan que la lesion del cortex entorrinal
(principal fuente de inputs al hipocampo junto con la fimbria-férnix) mediante
NMDA administrado en dos momentos diferentes de entrenamiento del
condicionamiento de evitacién activa (pre- y post-entrenamiento) produjo un

deterioro en la adquisicion de la tarea en shuttle box.

En cuanto a otras estructuras implicadas en este condicionamiento, Packard
y Knowlton (2002) en una extensa revision acerca de las funciones de los ganglios
basales en el aprendizaje y la memoria, aportan que las lesiones pre-entrenamiento

del nucleo caudado deterioran la adquisicion de la tarea de evitacion activa de dos
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sentidos. Se ha sugerido que el papel de los ganglios basales, y especialmente del
estriado dorsal, en el aprendizaje y la memoria tiene que ver con una funcién
mediadora en el aprendizaje estirnulo-respuesta y de hébitos (McGaugh, 2004). La
funcién del estriado dorsal en la conducta de evitacion parece depender de sus
aferencias dopaminérgicas. Recientemente, un estudio de Da Cunha y
colaboradores (2002) han mostrado como la lesiéon de la pars compacta de la
sustancia negra con una neurotoxina que provoca una importante deplecién de
dopamina en el estriado dorsal, impide el aprendizaje y la retencién de una tarea
de evitacion activa de dos sentidos. La integracién sensoriomotora (dependiente
de la dopamina) que se produce en esta estructura es necesaria para este tipo de
aprendizaje. En este mismo sentido, un estudio para investigar los efectos de los
posibles tratamientos de Parkinson en el aprendizaje y memoria, también sefialan
que una lesion de la pars compacta de la sustancia negra (con la consiguiente
pérdida de dopamina y de sus metabolitos en el estriado) causa un deterioro en la
memoria de la tarea de evitacion que no consiguid ser revertido por el tratamiento

con L-Dopa (Gevaerd y cols., 2001).

La autoestimulacion eléctrica intracraneal (AEIC) en el hipotalamo lateral
(HL), mejor6é la adquisicién y la retenciéon de la tarea de shuttle box tanto
administrada pre como post-entrenamiento en ratas Wistar jovenes (Segura-Torres
y cols., 1988; Massanés-Rotger y cols., 1998), facilitacion que fue mayor en las
ratas con menor nivel de condicionamiento y mas débil en las buenas evitadoras
(Aldavert-Vera y cols., 1996). La AIEC también mejor6 la adquisicion en ratas
viejas (Aldavert-Vera y cols., 1997). En otro estudio se ha demostrado que a
mayor nimero de trenes de AEIC, més evitaciones aprendian a realizar las ratas y
sugieren que dicha estimulacién provoca una activacién general del SNC que
facilitaria el aprendizaje de la tarea (Segura-Torres y cols., 1991). Redolar-Ripoll
y colaboradores (2003) observan que la AEIC del HL facilita la consolidacion de
la memoria en ratas jovenes y viejas, ademas de revertir el déficit en sujetos viejos
o con una lesion del nicleo parafascicular (PF), pero no afecta la recuperacion.
Previamente estos mismos autores habian sefialado que la AEIC provocaba

efectos de facilitacién mas potentes sobre la consolidacion de la memoria que la
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propia experiencia (adicién de 20 ensayos al entrenamiento) (Redolar-Ripoll y
cols., 2002). También la AEIC del haz prosencefalico medial (HPM) ha resultado
util para acelerar la retencion de la tarea de evitacion activa (Morgado, 2002) en
ratas normales, de edad avanzada o neuroldégicamente dafiadas. La mejora se
aprecia mas en aquellos sujetos que aprenden peor la tarea, igualando la ejecucién
de ambos grupos de ratas diferenciadas por una alta o baja capacidad de
aprendizaje de evitacién (Aldavert-Vera y cols., 1996). Los efectos de mejora
producidos por la AEIC en el condicionamiento de evitacion, ademas de por la
estimulaciéon en la zona concreta, también podrian deberse a la consiguiente
activacion el sistema de recompensa cerebral, incrementando la liberacion de

dopamina en el sistema mesolimbico (Aldavert-Vera y cols., 1997).

La estimulaciéon del nicleo PF, estructura talamica que recibe inputs
principalmente colinérgicos, parece tener efectos moduladores en la evitacion de
doble via, puesto que si se estimula la zona posterior se incrementa la adquisicion;
en cénibio, la estimulacién central deteriora el aprendizaje (Gilillaio-Blé.nch y
cols., 1995a; Vale-Martinez y cols., 1998). Dicho nucleo parece tener un papel
modulador en la adquisicion del condicionamiento de evitacidn por ser
funcionalmente heterogéneo (Vale-Martinez y cols., 1998) y podria contribuir a la
consolidacion del aprendizaje (Guillazo-Blanch y cols., 1995ab). Se ha observado
que animales con lesién en este nicleo que se aplicaron AEIC superaron en
evitaciones a las ratas normales sanas, sin ninglin tipo de lesién cerebral y hasta
animales viejos recuperaron la capacidad de recuerdo tras la AEIC y realizaron
una ejecucion comparable a la de los jévenes (Morgado, 2002). Massanés-Rotger
y colaboradores (1998) encuentran deterioro tanto en la adquisicién como en la
retencion tras lesiones del nucleo PF, mas acusado cuanto mayor es el tamaiio de
la lesién y no reversibles por la estimulacion del hipotdlamo lateral, que necesita
del nicleo PF intacto para ejercer sus efectos facilitadores. Sos-Hinojosa y
colaboradores (2003) también observan deterioro en la retencién del aprendizaje
de evitacion en el dia 11 tras la lesion del nucleo basal magnocelular, pero este

dafio si es revertido por la estimulacion del PF posterior, probablemente por la
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modulacién producida en la consolidacién a largo plazo de la tarea. También se
han observado efectos de facilitacion en el aprendizaje de evitacion tras lesiones
en el nucleo reticular rostral del tdlamo, que probablemente dependan del tipo de
tarea, debido a que en otros aprendizajes tal lesién provoca efectos deteriorantes

(Tenas-Huerga y cols., 1998).

Diversos sistemas de neurotransmision se han investigado en el
condicionamiento de evitacion activa, aunque un examen detallado de los datos
indica que uno de los mas estudiados ha sido la dopamina porque la tarea de
evitacion se utiliza ampliamente como modelo en la prueba de nuevos
antipsicéticos, aunque recientemente se ha empezado a prestar atencién a otros
sistemas entre los cuales el colinérgico presenta para nosotros un especial interés.
A continuacién pasamos a describir brevemente algunos de los resultados mas

destacados en los principales sistemas estudiados.

Acetilcolina: Las lesiones del nucleo pedinculo pontino tegmental (PPTg),
estructura que pertenece al complejo colinérgico mesencefélico, y tiene un papel
esencial en respuestas de alerta y mecanismos de entrada de estimulacién
sensorial, deterioran gravemente la adquisicion de la tarea de doble via en shuttle
box, sugiriéndose que parte de los déficits ocasionados se deben a la interrupcion
colinérgica entre esta estructura y el talamo (Satorra-Marin y cols., 2001). En este
sentido, la lesién electrolitica (Sos-Hinojosa y cols., 2003; Vale-Martinez y cols.,
2002) o con &cido iboténico (Vale-Martinez y cols., 2002) del nicleo basal
magnocelular (NBM) previas al entrenamiento, provocan deterioros en la
retencion a largo plazo del condicionamiento de evitacidn activa de doble sentido,
aunque no se observan efectos en la adquisicién. Nakamura e Ishihara, (1990)
también aportan un deterioro en el condicionamiento de evitacion tras la lesioén del
NBM. Consistentemente y siguiendo la misma linea de investigacion, Montero-
Pastor y colaboradores (2004) encuentran que la activacién del NBM mediante la

estimulacién eléctrica intracraneal (EIC) facilita la adquisiciéon y también la
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consolidacién de la tarea de evitacion activa de doble sentido. Apuntan que la
mejora en la adquisicion puede deberse a una potenciacion en los niveles
corticales de ACh, aunque no puede descartarse que la EIC también active
sistemas como el GABA que potencien la facilitaciéon del aprendizaje. Para
explicar la mejoria en la consolidacion sugieren un probable incremento en la
actividad cortical y/o subcortical, en concreto de la amigdala, en los periodos

criticos de la consolidacion de la memoria.

Se ha observado que varios inhibidores de la AChE como la fisostigmina en
un amplio rango de dosis (Sansone y cols., 1993) y la tacrina en la dosis de
2mg/kg (Pavone y cols., 1998) facilitan la adquisicion de la tarea de shuttle box.
La administraciéon de glucosa con tacrina también incrementé el ntimero de
evitaciones, lo que no consigui6 la glucosa por si sola (Pavone y cols., 1998). En
un estudio con un nuevo derivado de la tacrina, el THA-C8 (inhibidor reversible
de la AChE), se han observado significativos incrementos en la adquisicién de la
tarea en shuttle box, diez veces mayores que los obtenidos con tacrina que no
pueden ser explicados por una activacién psicomotora general (Capone y cols.,
1999). En este sentido, en otro estudio posterior del mismo equipo de
investigacion, administrando glucosa y estimulantes como la nicotina y la
anfetamina, encontraron que la glucosa aisladamente tampoco logré mejorar el
porcentaje de evitaciones realizado por los ratones. En cambio, la nicotina si
mejord el aprendizaje de evitacidn de ratones CD-1 en la dosis 0.5 mg/kg pero no
en la dosis de 0.25 mg/kg (Sansone y cols., 2000) y también la anfetamina por si
sola. En combinacién con la glucosa, la dosis de 0.25 mg/kg tanto de anfetamina
como de nicotina (inefectivas por si solas), mejoraron la adquisicién en
combinacién con la glucosa. Dicha facilitacion no parece relacionada con una
activacion general sino que es mas plausible que se encuentre relacionada con las
interacciones entre la activacion del sistema colinérgico y dopaminérgico

producida por la glucosa y los estimulantes (Sansone y cols., 2000).
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Dopamina: La implicacioén de la dopamina y los receptores dopaminérgicos
(particularmente los D,) en el condicionamiento de evitacién se halla ampliamente
documentada (Misane y Ogren, 2000). La neurotransmisién dopaminérgica regula
los factores sensoriomotores y/o motivacionales implicados en la adquisicién de la
tarea de evitacion (Ogren y cols., 1996) e incluso dicha tarea se ha utilizado como
modelo animal para evaluar la potencia antipsicética de los farmacos. En general,
se acepta que todos los neurolépticos producen disminuciones en la conducta de
evitacion. La disminucion de catecolaminas cerebrales produce un déficit en la
respuesta de evitacion condicionada y, en este efecto, la dopamina parece ser la
mas relevante, ya que una disminucion o bloqueo de los sistemas dopaminérgicos
producen un deterioro en la adquisicién de la respuesta de evitacion (Aguilar y
cols., 2004) y los agonistas dopaminérgicos incrementan el nimero de evitaciones
realizado por los animales (Sansone y cols., 2000). Su perfil se caracteriza por una
notable reduccién de las evitaciones, sin afectar (excepto a dosis muy altas) la
conducta de escape. A titulo de ejemplo algunos estudios como el de Ogren y
Archer (1994) en el cual que el haloperidol impidi6 la adquisicién y la retencion
de la tarea de evitacién, como también sucedié en el estudio de Arenas y
colaboradores (1993). El raclopride y el sulpiride también disminuyen la evitacién

(Redolat y cols., 1994).

GABA: Como hemos comentado, en los primero ensayos de adquisicion de
la tarea de evitacion, la ansiedad juega un papel fundamental, y asi se indica por el
hecho que los fArmacos ansioliticos pueden mejorar o los ansiogénicos empeorar
la ejecucion inicial de los animales (Ferré y cols., 1994). Fernandez-Teruel y
colaboradores (1991b) sefialan que farmacos como el pentobarbital, el alprazolam,
diazepam y adinazolam facilitan, a determinadas dosis, la tarea de evitacion activa
en dos sentidos. En cambio, formacos ansiogénicos como el Ro 15-4513 y el FG
7142 deterioran significativamente la adquisicion de la tarea. Sin embargo, en un
estudio respecto a los efectos modulatorios de los receptores GABA en la
conducta de evitacion, Getova y Bowery (1998) encuentran que tras el tratamiento

con tres antagonistas del receptor GABAp la conducta de evitaciéon se vio
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favorecida. En uno de los ultimos articulos publicados acerca de esta relacion, se
sefiala que normalmente las benzodiazepinas presentan propiedades ansioliticas
pero también amnésicas; mientras que los antagonistas GABA ejercen un efecto
ansiogénico y aumentan el aprendizaje (Savic y cols., in press). Estos autores
sefialan que el midazolam (agonista GABA no selectivo) produjo efectos
ansioliticos en la adquisicion del paradigma de evitacion activa, sin embargo el
zolpidem (agonista selectivo a;) no lo consigui6. También hay que tener en
cuenta las diferencias entre adquisicion y retencion del aprendizaje de evitacion,
ya que se ha observado que el diazepam aumenta la adquisicién pero atenda la
retencion después de 24 horas (Pereira y cols., 1989). Por 1ltimo, sefialar que los
estudios respecto al neurotransmisor GABA, la ansiedad y la conducta de
evitacion no son concluyentes, puesto que se han encontrado resultados
contradictorios, siendo una tarea sensible tanto a los efectos ansioliticos (Boix y
cols., 1988; Fernandez-Teruel y cols., 1991 ab; Escorihuela y cols., 1993) como a

los efectos ansiogénicos (Fernandez-Teruel y cols., 1991a).

Serotonina: Driscoll y colaboradores (1983) encontraron una reduccién en
el metabolismo de la 5-HT post-entrenamiento en las ratas RHA (buenas
evitadoras) en el hipocampo, hipotdlamo y en la corteza cerebral. Sugieren que la
serotonina probablemente juega un papel modulador en la conducta de evitacion y
que este rol seria activo o pasivo en funcion del estado emocional del sujeto. Se ha
encontrado que la administracién pre-entrenamiento de agonistas serotonérgicos
como la p-cloroanfetamina, produce un marcado deterioro tanto en la adquisicién
como en la retencion de tareas de evitacion tanto de una via (one-way) como de
doble sentido (two-way) (Ogren, 1982). En un experimento posterior, el mismo
equipo de investigacion sugiere que dicho deterioro puede estar mediado por la
estimulacion de los receptores 5-HT y sefialan que en el caso de la evitacion
activa, estarian implicados los 5-HT;4 y en la evitacion pasiva los 5-HTja
(Misane y Ogren, 2000). Ademas, la liberacién de 5-HT ha mostrado tener una
regulacion ténica en la transmisiéon dopaminérgica en el estriado e incrementar la

sintesis de DA via receptores 5-HT;a, lo que tendria una implicaciéon en la

113



Aislamiento social y aprendizaje en ratones NMRL...

regulacion locomotora, de amplia importancia en la ejecucion de la tarea en

shuttle box.

Otros sistemas de neurotransmision: En un estudio para observar los
efectos de diferentes dosis del MK-801, antagonista NMDA, en el
condicionamiento de evitacion activa en ratones, Redolat y colaboradores (1998)
observaron un deterioro en el aprendizaje con la dosis 0,3 mg/kg (la més alta
usada en el estudio) aunque también provocd estereotipias e hiperactividad. Con
una dosis mas baja (0,1 mg/kg) se evitaron efectos toxicos, pero la latencia de
respuesta también aument6, aunque no se observaron deterioros significativos en
la respuesta de evitacion ni en otros parametros conductuales. Recientemente,
Savonenko y colaboradores (2003) en un estudio con otro antagonista NMDA, el
APV (4cido 2-amino-5-fosfonopentanoico) en la amigdala basolateral también

observan un deterioro en el aprendizaje de evitacion de doble sentido.

Por otro lado, la activacion de los receptores p incrementa el aprendizaje de
la evitacion condicionada y la naloxona disminuye el nimero de evitaciones.
Aunque con la morfina, los resultados en el aprendizaje de evitaciéon son
contradictorios tras su administracién y se ha considerado que puede dar falsos
positivos en este modelo (Aguilar y cols., 2004). Los autores que han encontrado
que la morfina provoca incrementos en las evitaciones sugieren la implicacion del
sistema dopaminérgico (Aguilar y cols., 1998) y la influencia del aumento en la

actividad locomotora inducido por esta sustancia.

También se ha observado que los efectos de la noradrenalina en la tarea de
evitacion parecen ser facilitadores, aunque dependen de la dosis (Costa-Miserachs
y cols., 1993). En cuanto a la epinefrina, en la retencién de la tarea, no mejord a
las 24 horas pero si lo hizo pasados 20 dias de la ultima sesion de entrenamiento,
lo que parece sugerir que dicha catecolamina necesitaria un periodo mas largo
para ser efectiva y que la consolidacion del aprendizaje de evitacion es compleja y

requiere de un periodo para su elaboracion (Costa-Miserachs y cols., 1994).
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En suma podemos concluir este apartado remarcando que el
condicionamiento de evitacion activa es una tarea no declarativa compleja, que
comprende aspectos del condicionamiento clasico y del condicionamiento
instrumental, y en la que los aspectos emocionales parecen jugar un papel de gran

relevancia.
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4.- AISLAMIENTO SOCIAL, APRENDIZAJE Y
EMOCIONALIDAD

Tal como ha quedado expuesto a lo largo del presente trabajo, es
ampliamente conocido que el aislamiento social puede inducir cambios tanto a
nivel neuroquimico como conductual (Hall, 1998; Heidbreder y cols., 2000),
tener efectos duraderos en la respuesta de estrés, e incluso producir alteraciones
en la funcion inmune (Avitsur y cols., 2003). A nivel de comportamiento, se ha
observado que el aislamiento provoca un incremento en la actividad
locomotora en respuesta a ambientes novedosos (Sahakian y cols., 1977; Jones
y cols., 1990). Hay que seialar, sin embargo, que estos efectos conductuales
del aislamiento dependen principalmente de la cepa estudiada (Gendreau y

cols., 1998, 2000) y de la duracion del periodo de aislamiento (Palanza, 2001).

Las condiciones de alojamiento también pueden inducir cambios en el
nivel de emocionalidad de los animales. La emocionalidad es un concepto
multidimensional y actualmente se utiliza una amplia diversidad de medidas
fisiol6gicas y conductuales para indicar los estados emocionales en animales,
aunque todas ellas presentan limitaciones (Paul y cols., 2005). Se ha descrito
que el aislamiento provoca un incremento del nivel de ansiedad en los roedores
(Morinan y Parker, 1985; Wright y cols., 1991; Haller y Halasz, 1999), aunque
existen resultados contradictorios (Fone y cols., 1996). Ademads, en multiples
investigaciones se ha comprobado que el aislamiento social en ratones
incrementa la conducta agresiva (Brain y cols., 1989; Redolat y cols., 1991,
2005) y, de hecho, el aislamiento es uno de los modelos mas utilizados para
provocar la conducta de lucha en roedores (Sandnabba, 1996; Mikcek y cols.,
2001).

A pesar de estas evidencias sobre la influencia que el aislamiento social

puede tener sobre variables de tipo emocional muy pocos estudios han
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abordado la cuestién de cémo las diferencias individuales en el nivel de
ansiedad o agresividad mostrado por los animales tras un periodo de
alojamiento individual podrian modificar la conducta del animal. Por ello,
expondremos brevemente a continuacién los estudios sobre el perfil conductual
en animales que difieren en estas variables emocionales y como tales

diferencias se relacionarian con su capacidad de aprendizaje.

Perfil conductual en animales que difieren en su nivel de agresividad

Diversas investigaciones en roedores han llevado a proponer que los
animales seleccionados por sus diferencias en agresion también diferiran en
rasgos conductuales, neuroquimicos y fisioldgicos (Benus y cols., 1991a;
Veenema y cols., 2003). En los roedores agresivos se observa un estilo de
confrontacién proactivo (consistente en la defensa de su territorio),
caracterizado fisiologicamente por incrementos en la concentracion sérica de
testosterona y noradrenalina, elevada reactividad del sistema simpético, junto
con elevacioén de catecolaminas y de la presion sanguinea. Por el contrario,
frente a la invasidn de su territorio, los machos sumisos tienen un
comportamiento mas tolerante; se quedan inmdviles y no evitan activamente la
estimulacion aversiva, reaccionando con un incremento de la actividad del eje
HPA y menor incremento en el nivel de testosterona que los dominantes
(Valencia-Alfonso y cols., 2004). Por tanto, las diferencias individuales en
agresividad y estilos de afrontamiento se han asociado con una reactividad
diferencial de los sistemas auténomo/neuroendocrino debido a que los
animales mas agresivos muestran una mayor reactividad simpatica ante las
situaciones dificiles que los no agresivos (de Boer y cols., 2003). En ratones
macho seleccionados en base a latencias de ataque cortas (short attack latency
o SAL) o largas (long attack latency o LAL) se han descrito diferencias
neuroendocrinas y de respuesta al estrés. Los ratones LAL tienen problemas de
afrontamiento ante la presencia continua de un co-especifico agresivo, y

muestran una respuesta incrementada en los marcadores fisiolégicos y
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moleculares de estrés (Veenema y cols., 2003). A nivel neuroquimico, los
receptores postsinapticos 5-HT 4 poseen mayor sensibilidad en ratones
agresivos, lo que podria ser un mecanismo compensatorio del organismo, ya
que generalmente los individuos agresivos tienen una neurotransmision
serotoninérgica baja (Van der Vegt y cols., 2001), aunque existen resultados
contradictorios (Van der Vegt y cols, 2003). También se ha puesto de
manifiesto que los ratones macho SAL poseen un menor tamafio de las
terminaciones de las fibras musgosas del hipocampo en comparacién con los
LAL, sugiriendo que ello podria estar relacionado con diferencias en su
capacidad de aprendizaje espacial (Sluyter y cois., 1994). Sefialar que los
resultados de las investigaciones llevadas a cabo por Prior y colaboradores
(2004) no sustentan la hipétesis de que a mayor nivel de agresividad, menor
tamafio de las fibras musgosas hipocampales. También se ha aportado
informacion sobre diferencias de expresion génica entre estas dos cepas de
ratones (SAL y LAL), en las que podrian basarse sus caracteristicas
diferenciales de comportamiento y neuroendocrinas (Feldker y cols., 2003),
aunque las implicaciones de tales diferencias deben ser interpretadas con

cautela.

En cuanto a la ejecucion en tareas de aprendizaje, se ha informado de un
mejor aprendizaje de tareas de laberintos en los animales mas agresivos, tanto
en machos (Lagerspetz, 1964) como en hembras (Kvist, 1992) mientras los
ratones no agresivos muestran una mejor ejecucion en una tarea de evitacién
pasiva (Kvist, 1989). En la tarea de evitacion activa, los ratones con bajas
latencias de ataque presentaron mejor repuesta que los ratones con alta latencia
(Benus y cols., 1989, 1991b). En general, se ha descrito la utilizacién de
estrategias mas activas en los ratones mds agresivos (ratones SAL), y de
estrategias mas pasivas en los animales LAL (Benus y cols., 1991a).
Actualmente se sugiere que las diferencias en la latencia de ataque de los
animales formarian parte de un patréon de funcionamiento general con
estrategias de afrontamiento diferenciadas segun el nivel basal de agresividad
(Redolat y cols., 2005).
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Perfil conductual en animales que difieren en su nivel de ansiedad

El aislamiento social también provoca cambios en conductas
relacionadas con la ansiedad (Rodgers y Cole, 1993; Guo y cols., 2004). En
general, se ha propuesto que el aislamiento incrementa el nivel de ansiedad en
roedores (Morinan y Parker, 1985; Wright y cols., 1991; Haller y Halasz,
1999), aunque existen resultados contradictorios (Fone y cols.,, 1996;
Manzaneque y cols., 2002). Se ha sugerido ademas que pueden existir
diferencias entre ratas con alto o bajo nivel de ansiedad en el afrontamiento de
situaciones novedosas o estresantes: aquellos con menor nivel de ansiedad
muestran mayor capacidad de adaptacion y enfrentamiento a esos estresores
(Henniger y cols., 2000). También se ha informado que ratas consideradas no
ansiosas, clasificadas de acuerdo al porcentaje del tiempo en los brazos
cerrados del laberinto elevado, mostraron una peor retencidon que sus controles
en el aprendizaje tanto de una tarea de evitacion inhibitoria como de evitacién
activa (Ribeiro y cols., 1999). En este sentido, moderados incrementos en
ansiedad se han asociado con un efecto facilitador del aprendizaje, ya que
desde los trabajos de Yerkes y Dodson se conoce que la ansiedad puede ser

adaptativa promoviendo la vigilancia y el aprendizaje (Morgan y Pfaff, 2002).

Se han descrito también diferencias a nivel neuroquimico dependiendo
del nivel de ansiedad. Por ejemplo, existen diferencias en los niveles de 5-HT
en el nicleo estriado en las ratas ansiosas y poco ansiosas (Schwarting y cols.,
1998) asi como en el nicleo accumbens (Ho y cols., 2004). En el laberinto
elevado en forma de cruz los efectos del MDMA también difirieron segun el
nivel de ansiedad de los sujetos. Estas diferencias parecen ser paralelas a otros
cambios fisioldgicos, como cambios en la temperatura corporal (que fue mayor
en ratas con baja ansiedad que en ratas con alta ansiedad) y la reactividad a

otras pruebas como la evitacion activa (Ho y cols., 2004).

A nivel etoldgico estd bien establecido que la agresividad y la ansiedad

estan relacionadas, por lo que se ha sefialado el interés de abordar la posible

120



Aislamiento, aprendizaje y emocionalidad

interaccion entre estas conductas (Beuzen y Belzung, 1995), aunque el modo
de interaccion entre ambos factores dependera de la situacidon concreta que se
estudie y de su valor adaptativo (Ferrari y cols., 1998; Lopez-Mendoza y cols.,
1998). Diferentes investigaciones indican que los ratones macho de diferentes
cepas que muestran mayor nivel de conducta agresiva son también los més
ansiosos (Guillot y Chapouthier, 1996). Blanchard y colaboradores (2001)
sefialan que, en ratones, la relacion entre ansiedad y agresién es aun mas
compleja, puesto que se observa que los ratones aislados o dominantes
agrupados muestran una ansiedad elevada en el laberinto elevado, aunque
animales con experiencia de derrota también comparten el mismo perfil
(Ferrari y cols., 1998).

Capacidad de aprendizaje y emocionalidad

- Actualmente se considera que las relaciones entre emocién y cognicién
desempefian un papel muy relevante también en la investigacién con animales
(Savic y cols., in press). Numerosos hallazgos, tanto en estudios realizados con
roedores como en sujetos humanos, proporcionan evidencia de que la ansiedad
y la memoria son dos entidades intimamente relacionadas (Beuzen y Belzung,
1995; McGaugh, 2004). Se ha sugerido, ademas, que la formacién de la
memoria y los procesos de ansiedad podrian interaccionar uno con otro
utilizando sistemas neurales comunes o interaccionando de forma adaptativa
(Ribeiro y cols., 1999).

En este contexto, es importante destacar que, tanto en el aprendizaje
espacial (evaluado en laberinto de agua) como en el aprendizaje del
condicionamiento de evitacion activa, los animales se encuentran en una
situaciéon altamente emocional: en el laberinto de agua deben aprender a
escapar del agua subiéndose a una plataforma; en la tarea de evitacion activa
aprenden a evitar el lugar donde ha ocurrido una experiencia aversiva. También

se ha indicado que todos los paradigmas conductuales que implican shocks
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eléctricos, como el condicionamiento de evitacion activa, tienen un fuerte
componente emocional, haciendo dificil diferenciar entre efectos directos e
indirectos de la ansiedad sobre la memoria (Beuzen y Belzung, 1995).
Investigaciones previas han indicado que las ratas Wistar seleccionadas como
no ansiosas, en base a la conducta mostrada en el laberinto elevado, muestran
una retencion peor que las ratas normales en una tarea de evitacidon activa
(Ribeiro y cols., 1999). Un estudio reciente también indica que ratas tratadas
con una dosis ansiolitica de midazolam presentaban una peor ejecucion en la
adquisicion de una tarea de evitacion activa (Savic y cols., in press). Por esta
razén, aunque la relacidn entre memoria y emocionalidad sea compleja (Rolls,
2000), es necesaria tenerla en cuenta cuando se valora el efecto de formacos en

este tipo de tareas (Beuzen y Belzung, 1995).

Diversos estudios han demostrado la importancia del nivel de ansiedad y
estrés de los animales en la ejecucion de tareas de aprendizaje espacial (Prior y
cols., 1997; Holscher, 1999; Micheau y Van Marrewijk, 1999). Las variables
ambientales pueden predisponer e incrementar la responsividad de un animal
ante cualquier situacién novedosa o estresante para el animal (Wiedenmayer,
2004). Las diferencias en aprendizaje espacial mostradas por sujetos con
distinto patrén emocional o de afrontamiento pueden explicarse, en parte,
debido a que la ejecucidn en la tarea del laberinto de agua, que tiene efectos
potencialmente estresantes, puede verse influida por diversos factores
ambientales y biologicos (Perrot-Sinal y cols.,, 1996). Investigaciones
publicadas muy recientemente indican que una situacién de estrés agudo en
ratas (como la exposicion a un predador) puede deteriorar la memoria espacial
en el laberinto de agua (Sandi y cols., 2005). También se han puesto de
manifiesto la importancia de evaluar las diferencias individuales en la respuesta
a esta tarea al encontrarse que el estrés psicosocial produce un déficit en la
tarea espacial en ratas con alta reactividad motora a un nuevo ambiente pero no

en aquellas que mostraban baja reactividad (Touyarot y cols., 2004).
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En cuanto al aprendizaje en el condicionamiento de evitacion, se ha
demostrado que las cepas de ratones que muestran estrategias de afrontamiento
mas activas también presentan una mejor ejecucion en esta tarea (Stiedl y cols.,
1999). Estudios anteriores habian sefialado que los ratones agresivos, en
comparacion con ratones no agresivos, aprenden mas eficientemente una tarea
de evitacién activa en dos sentidos (Benus y cols., 1990). También se ha
observado que cuanto mais ansioso es un animal ejecuta mejor tareas de
memoria emocional (Beuzen y Belzung, 1995; Ribeiro y cols., 1999). Sin
embargo, Ho y cols., (2004) encuentran que las ratas tratadas con vehiculo y
que habian mostrado un alto nivel de ansiedad en el plus maze (HA) adquirian
la tarea de aprendizaje de evitacion de una manera menos eficiente que las
ratas con bajo nivel de ansiedad (LA). Este resultado sugiere que el paradigma
de escape-evitacion es especialmente sensible para detectar diferencias entre
ratas con diferentes niveles de ansiedad (Ho y cols.,, 2002, 2004). La
explicacién que aportan es que estas diferencias podrian ser debidas a que las
ratas HA son més emocionales en respuesta al shock que las ratas LA y eso

dafiaria la adquisicion de la tarea de evitacion en la shuttle box.

Nicotina, aprendizaje y emocionalidad

Tal como se ha expuesto en el Capitulo II de la presente Tesis, la nicotina
tiene un amplio rango de efectos conductuales y es importante tener en cuenta
que tanto las caracteristicas emocionales de los animales como el nivel previo
de ansiedad y de agresividad pueden interaccionar con los efectos de esta
sustancia en diversos modelos animales (Lamberty y Gower, 1991b; Ouagazzal
y cols., 1999). Hay que destacar el hecho de que las acciones de la nicotina
sobre la conducta emocional son principalmente de tipo modulador (Ouagazzal
y cols., 1999), por lo que sus efectos pueden depender de la linea base de la
conducta evaluada. Este posible papel modulador de la nicotina es consistente
con la localizacién presiniptica de receptores nicotinicos y con que esta

sustancia estimule la liberacion de dopamina, glutamato y GABA en diversas
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dreas cerebrales, incluyendo el hipocampo, estructura clave en los procesos de
memoria (Gould y Wehner, 1999; Laviolette y Van der Kooy, 2004). Ademas,
recientemente, Bannerman y cols., (2004) han sefialado que la regién dorsal del
hipocampo juega un relevante papel en la ansiedad. Los efectos de la nicotina
sobre la ansiedad podrian estar mediados por diferentes sustratos
neuroanatomicos como el nucleo dorsal del rafe, el septum lateral o el

hipocampo dorsal (File y cols., 2000).

Por otra parte, los modelos animales no han ofrecido hasta el momento
una explicacién consistente acerca de los efectos de la nicotina sobre el
aprendizaje y la memoria. Se ha sugerido que la nicotina mejora algunas tareas
de aprendizaje y memoria, aunque no estan dilucidados completamente los
mecanismos que subyacen a este efecto facilitador. Resultados de
investigaciones recientes han sugerido que esta mejora podria estar causada por
un incremento en la funcién colinérgica (Uzum y cols, 2004). Sin embargo, tal
como ha sido expuesto anteriormente, también hay estudios que muestran que
la nicotina no afecta e incluso puede deteriorar la adquisicion y recuerdo de
algunas tareas cognitivas (Bernal y cols., 1999; Vaglenova y cols., 2004). Hay
que destacar el hecho de que en estas investigaciones con animales
generalmente no se han considerado los posibles efectos de la nicotina sobre
factores de tipo emocional que podrian influir en los cambios observados en la

ejecucion de tareas de aprendizaje y memoria.

Actualmente se desconoce hasta qué punto factores como el aislamiento
social pueden ser una variable importante cuando se valoran los efectos de la
nicotina sobre la conducta. Por ello, determinar si existen diferencias en los
efectos de la nicotina sobre el aprendizaje segun el tipo de alojamiento de los
animales puede ser relevante en la comprensién de las propiedades
farmacolégicas y conductuales de esta sustancia. Esta linea de investigacion ha
sido escasamente desarrollada y por ello consideramos que el analisis

sistematico que se propone en la presente Tesis Doctoral puede arrojar luz
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acerca del papel modulador de la nicotina en la relacion entre aprendizaje y

emocionalidad.

125






III.- OBJETIVOS E
HIPOTESIS
EXPERIMENTALES






Objetivos e Hipdtesis Experimentales

1.- OBJETIVOS

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es delimitar los efectos del

aislamiento social y de la administracion de nicotina sobre el aprendizaje en

ratones, asi como el papel modulador de la emocionalidad en dichas acciones. El

interés de este objetivo se basa en el hecho de que las caracteristicas del ambiente

social a una edad temprana pueden provocar cambios a nivel neurobiolégico y

conductual, que podrian verse reflejados en la ejecucién de los animales en

diversas tareas de aprendizaje.

Los objetivos concretos que nos planteamos en esta investigacion son los

siguientes:

1

2)

3)

Evaluar los efectos del aislamiento social sobre la actividad motora

espontinea y el nivel de ansiedad en ratones.

Estudiar la interaccién entre variables emocionales y capacidad de
aprendizaje. Esta evaluacién se realizar4 tomando en consideracion los
efectos del aislamiento social sobre dos variables emocionales: agresividad
y ansiedad. Diversas investigaciones sugieren que ambas variables podrian
interaccionar con los procesos de aprendizaje y memoria. El interés de este
objetivo se fundamenta en la escasez de investigaciones que han abordado
la interaccién entre componentes de la conducta emocional y tareas

cognitivas.

Con el fin de poder cumplir el objetivo anterior nos proponemos realizar
una evaluacién conductual que permita clasificar a los animales segin su
nivel basal de ansiedad y agresividad utilizando criterios objetivos.
Respecto al nivel de ansiedad, el presente estudio intenta establecer un
sistema de clasificacion de los animales considerando el porcentaje de

tiempo pasado en los brazos abiertos del laberinto elevado en forma de
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4)

5)

6)

cruz, un modelo muy utilizado para valorar la ansiedad en roedores. En
cuanto al grado de agresividad, la clasificacion se basara en la latencia de
ataque mostrada hacia un co-especifico en una prueba de confrontacion

agonistica en un test de interaccion social.

Establecer posibles diferencias en la capacidad de aprendizaje, en el
laberinto de agua y en el condicionamiento de evitacién activa,
relacionadas con el nivel de agresividad de los animales, comparando la
ejecucion en estas tareas entre grupos de ratones agresivos (con una
latencia corta de ataque a un co-especifico en un test de interaccion social),

y ratones no agresivos (con latencia larga de ataque).

Determinar posibles diferencias en la capacidad de aprendizaje (espacial y
de condicionamiento de evitacion activa) relacionadas con el nivel de
ansiedad de los animales. Para ello se comparara la ejecuciéon en estas
tareas de ratones que difieren en su nivel de ansiedad (alto, bajo o
moderado) clasificados de acuerdo con la conducta mostrada en el

laberinto elevado en forma de cruz.

Examinar el papel modulador que la nicotina pudiera ejercer en la
interaccion entre los factores emocionales estudiados (nivel de ansiedad y
agresividad) y la capacidad de aprendizaje mostrada por los animales en
las tareas cognitivas evaluadas (laberinto de agua y condicionamiento de

evitacion activa).
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2.- HIPOTESIS

1) Efectos del aislamiento social sobre la actividad motora espontinea en

ratones

Estudios previos en roedores han mostrado que las condiciones de
alojamiento pueden alterar la actividad motora espontdnea e incrementar el nivel
de emocionalidad de los animales (Brain y cols., 1989; Rilke y cols., 1998b;
Haller y cols., 2002). Investigaciones realizadas en nuestro laboratorio con ratones
demuestran que los animales aislados presentan un mayor indice de actividad
motora y un incremento en el nivel de agresidon en comparacion con los animales
agrupados (Moragrega y cols., 2002; Redolat y cols., 2002, 2005). Una cuestién
que todavia no ofrece datos concluyentes es si el nivel de agresion de los animales
puede incidir en su actividad motora espontanea. Cuando se han valorado cepas de
ratones criados selectivamente por su nivel de agresividad se ha hallado que los
ratones mas agresivos son mas activos que los no agresivos (Kvist y cols., 1997;
Sandnabba, 1996). Sin embargo, otros trabajos con ratones no criados
selectivamente no han podido demostrar concluyentemente que el nivel de

agresion modifique la actividad motora (Moragrega y cols., 2002).

Por otra parte, las condiciones de alojamiento podrian modular el nivel de
ansiedad, mostrando los animales ansiosos un indice de actividad motora mayor
que los animales no ansiosos. Es posible que la hiperactividad descrita en los
animales aislados tuviera correspondencia con su nivel de ansiedad. Existen datos
que sugieren una posible relacion entre nivel de ansiedad y actividad motora,
aunque no existe unanimidad en los resultados. Ratas muy activas presentan
puntuaciones bajas en pruebas de ansiedad (Courvoisier y cols., 1996).
Recientemente, Ducottet y Belzung (2005) han sefialado la posible relacion entre
la conducta mostrada en el laberinto elevado en forma de cruz y el tiempo de

inmovilidad en el test de natacion forzada en ratones agrupados, encontrando que
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los animales més ansiosos estan mas tiempo inmdviles en este test de depresion.
No obstante, en roedores los resultados podrian estar en funcion de las
caracteristicas de la especie y de la cepa, asi como del procedimiento utilizado

para evaluar la actividad motora (Liebsch y cols., 1998; Henniger y cols., 2000).

En el presente trabajo hipotetizamos que las condiciones de alojamiento
podrian modular tanto la actividad locomotora como el nivel de agresividad y de
ansiedad mostrado por los ratones NMRI. Consideramos que el aislamiento social
modificaria la actividad motora espontianea de animales, en el sentido de que los
ratones aislados serdn mdas activos que sus homdlogos agrupados. También
esperamos que los ratones mas ansiosos tengan un menor indice de actividad que
aquellos animales cuyo perfil conductual es menos ansioso. Ademas,
hipotetizamos que el nivel de agresividad mostrado por los animales podria influir
en su actividad motora. Sin embargo, debido a que nuestro estudio se va a realizar
con ratones NMRI, y no con una cepa de ratones selectivamente criados para ser
agresivos, estas diferencias en el nivel de actividad en funcién de las variables

emocionales no serian extremas.

2) Efectos del aislamiento social sobre la ansiedad

Diversos trabajos sobre la influencia de las condiciones de alojamiento
indican que el aislamiento social puede modificar el nivel de ansiedad de los
roedores (Rodgers y Cole, 1993; Guo y cols., 2004), aunque su influencia parece
depender de diversos factores como el paradigma conductual utilizado para
evaluar la ansiedad o la administracion de farmacos (Haller y cols., 2000;
Manzaneque y cols., 2002). Por ejemplo, el aislamiento durante 7 dias incrementd
la ansiedad en el test de interaccion social, pero no alter6 la conducta mostrada
por los animales en el laberinto elevado en forma de cruz (Haller y cols., 2000).
En otra investigacion que evalu6 a ratones aislados durante una semana y sus
homologos agrupados no se encontraron diferencias entre ambos grupos en el

laberinto elevado, aunque dicho periodo de aislamiento alterd significativamente
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la conducta mostrada en este modelo en aquellos animales tratados con clozapina

(Manzaneque y cols., 2002).

Por otra parte, existe evidencia de que el nivel de agresiéon en roedores
puede tener relacién con la ansiedad que presentan los animales (Maestripieri y
cols., 1991; Ferrari y cols., 1998; Kudrayavtseva y cols., 2002), aunque el sentido
de esta relacion dependeria de la especie estudiada. Asi, se ha comprobado que
ratas poco ansiosas son mas agresivas que aquellas con un nivel de ansiedad
mayor (Henniger y cols., 2000). Sin embargo, en ratones se observa que aquellos
animales mas agresivos son los que presentan un perfil mas ansiégeno (Ferrari y
cols., 1998). Ademds, una experiencia repetida de agresion en ratones macho
induce un repertorio conductual ansidégeno (Kudryavtseva y cols., 2002, 2004).
Hay que tener en cuenta que tanto la especie como las caracteristicas de la cepa de
animales constituyen variables importantes cuando se evalua la ejecucion de los
animales en el laberinto elevado (Rodgers y Cole, 1993; Trullas y Skolnick, 1993,
Ferrari 'y cols.,, 1998). En concreto, en los ratones de la cepa NMRI se ha
observado que tienen un indice bajo de evitacidn a los brazos abiertos del aparato

(Griebel y cols., 2000; Carrasco y cols., 2004).

Considerando lo anteriormente sefialado, nuestra hipotesis es que el
aislamiento no induciria un claro efecto ansidégeno o ansidlitico, dadas las
caracteristicas de la cepa (NMRI) y el modelo de ansiedad (laberinto elevado en
forma cruz) a estudiar. No obstante, el nivel de agresion de los animales puede
modular el repertorio conductual en el laberinto elevado, presentando los ratones

mas agresivos un perfil mas ansidégeno que los animales menos agresivos.
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3) Efectos del aislamiento social y del nivel de agresividad en el aprendizaje

del laberinto de agua y el condicionamiento de evitacion activa

Se ha demostrado que el aislamiento social puede alterar la capacidad de
aprendizaje de distintas tareas, aunque no existe consenso en los resultados
encontrados ya que se han hallado tanto efectos positivos como negativos, €
incluso ausencia de cambios. Por ejemplo, en ratas el aislamiento social puede
facilitar tanto el aprendizaje espacial (Wongwitdecha y Marsden, 1996a) como no
espacial (Harmer y Phillips, 1998ab), aunque en la tarea del laberinto radial se ha
detectado un deterioro en la memoria de trabajo en ratas criadas en condiciones de
privacion social temprana (Einon, 1980; Juraska y cols., 1984). En ratones,
Coudereau y colaboradores (1997b) no observaron mejor ejecucion en el laberinto
de agua en los animales que habian sido alojados en condiciones de aislamiento
social. En el modelo de condicionamiento de evitacion activa, Essman (1971)
encontré que el aislamiento no modificaba las respuestas de escape, pero indujo
un deterioro en las respuestas de evitacion condicionada. Estos resultados
sugieren que los efectos del aislamiento no sélo pueden depender de las
caracteristicas de la especie sino también de los requerimientos concretos la tarea

experimental.

Es conocido que las diferencias individuales en la respuesta agresiva de los
animales también se relaciona con diferentes estrategias de afrontamiento a un
nuevo ambiente (Benus, 1991b; Sandnabba, 1995). En roedores se considera que
el tiempo que tarda un animal en atacar a su oponente durante un encuentro
agonistico como un indice que reflejaria la capacidad de adaptacidon a cambios en
el ambiente (deBoer y cols., 2003). En ratones también se han descrito diferencias
endocrinas y de respuesta al estrés en funcion del nivel de agresividad que podrian
influir en su capacidad de aprendizaje (de Boer y cols., 2003; Veenema y cols.,
2003). En general, los ratones agresivos aprenden mejor las tareas de laberintos
(Selander y Kvist, 1991; Kvist, 1992; Barnard y Luo, 2002) y de
condicionamiento de evitacion activa (Benus y cols., 1991b) que los no agresivos.

En este condicionamiento, los ratones con bajo nivel de agresividad muestran en
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general la tipica conducta de freezing o inmovilizacién, mientras que los animales
mas agresivos tienen una respuesta conductual mas activa, saltando de un lado a
otro de la shuttle box (Benus y cols., 1989). Sin embargo, estas diferencias en el
aprendizaje segun nivel de agresion parecen depender de las caracteristicas de la
tarea, ya que en pruebas espaciales como el laberinto de agua o el laberinto radial
no se han hallado diferencias entre ratones agresivos y no agresivos (de Boer y
cols., 2003).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, nuestra hipétesis es que las
condiciones de alojamiento pueden influir en el aprendizaje, y que €ste puede
estar modulado por el nivel de agresion de los animales. Dado que el aislamiento
social induce un incremento de la conducta agresiva, consideramos que
diferencias en la capacidad de aprendizaje se evidenciaran al tener en cuenta el
nivel basal de agresividad de los animales. En este sentido es esperable que en el
condicionamiento de evitacion activa los animales mas agresivos tendrén una
mejor ejecucién, mientras que estas diferencias no seran tan evidentes en el

modelo del laberinto de agua.

4) Efectos del aislamiento social y del nivel de ansiedad en el aprendizaje

del laberinto de agua y el condicionamiento de evitacion activa

Los estudios que han valorado los efectos de las condiciones de alojamiento
sobre la ansiedad sefialan que el aislamiento social puede provocar cambios en el
nivel de ansiedad en roedores (Rodgers y Cole, 1993; Haller y Halasz, 1999; Guo
y cols., 2004), aunque los resultados no son unanimes (Fone y cols., 1996).
También se ha evidenciado que el nivel de ansiedad puede influir en el
afrontamiento a estimulos nuevos o estresantes, ya que las ratas con menor nivel
de ansiedad son mas adaptativas y se enfrentan mejor a las situaciones novedosas
o estresantes (Henniger y cols., 2000). Ademas, en roedores se ha observado que
este distinto nivel de emocionalidad puede influir en la ejecucién de tareas de

aprendizaje, sugiriendo que las diferencias individuales en ansiedad podrian
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modular la capacidad de aprendizaje (Beuzen y Belzung, 1995; Ribeiro y cols.,
1998; Krazem y cols., 2001; Bert y cols., 2002).

La relacién entre ansiedad y memoria ha sido puesta de manifiesto en
diferentes modelos animales que evaliian tanto la memoria espacial (Prior y cols.,
1997, Holscher, 1999) como la no espacial (Escorihuela y cols., 1999; Ribeiro y
cols, 1999), aunque el sentido de esta relacién no esta determinada. Por ejemplo,
en la tarea de condicionamiento de evitacion activa, Ribeiro y colaboradores
(1999) encontraron que las ratas no ansiosas tuvieron peor ejecucion, mientras que
Ho y colaboradores (2002) encontraron que las ratas mas ansiosas fueron las que
peor realizaron la tarea. En el modelo del laberinto de agua, las ratas menos
ansiosas fueron las que peor realizaron esta tarea espacial (Perrot-Sinal y cols.,
1996). Por tanto, aunque potencialmente la ansiedad puede modular la capacidad
de aprendizaje en roedores, los resultados encontrados sugieren que esta relacién
es compleja y podria depender del procedimiento con el que se ha evaluado la
ansiedad de los animales, asi como de los requerimientos de la propia tarea de

aprendizaje.

Teniendo en cuenta lo anteriormente sefialado, nuestra hipétesis es que las
diferencias emocionales inducidas por el aislamiento social modularan la
capacidad de aprendizaje, mostrando los animales con distinto nivel basal de
agresion o/y ansiedad patrones diferenciales de ejecucion tanto en la tarea del

laberinto de agua como la tarea de escape-evitacion.

5) Papel modulador de la nicotina en la interaccion entre factores
emocionales (agresidon y ansiedad) y capacidad de aprendizaje en

ratones aislados y agrupados
La linea base conductual constituye un factor critico en la valoracién de

los efectos conductuales de los farmacos, habiéndose demostrado que aquellos

animales que tienen diferentes formas de afrontamiento al ambiente presentan
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también una sensibilidad diferencial a los tratamientos farmacolégicos (Cheeta y
cols., 2001; Manzaneque y cols., 2002; Redolat y cols., 2005). El estado
emocional puede modular la capacidad de aprendizaje en los animales, habiéndose
observado que la nicotina puede inducir cambios en el nivel de emocionalidad y
en la capacidad de aprendizaje en diferentes modelos animales (Vaglenova y cols.
2004). Se ha descrito que la nicotina altera el nivel de agresion (Johnson y cols.,
2003) y de ansiedad (Ouagazzal y cols. 1999) de los animales, y puede tener un
efecto facilitador del aprendizaje (Levin y Rezvani, 2000), aunque sus efectos
dependen de la especie, cepa, edad, régimen de tratamiento, nivel basal de
ejecucion de la tarea, tipo de tarea experimental, entre otros factores. En ratones,
se ha encontrado que la administracién de nicotina no siempre induce mejoras en
el aprendizaje del laberinto de agua (Lamberty y Gower, 1991b; Bemal y cols.,
1999; Vicens y cols., 2003b). Los efectos de la nicotina en el condicionamiento de
evitacion activa en ratones han sido escasamente estudiados, observandose una
mejora en la adquisicién de este tipo de condicionamiento tnicamente en los
ratones aislados (Essman, 1971). Una cuestiéon que todavia no ha sido contestada
es si el perfil emocional de los animales, como el nivel de ansiedad y agresividad,
interacciona con los efectos de la nicotina en el aprendizaje de tareas que son
sensibles a las manipulaciones ambientales como el laberinto de agua y el

condicionamiento de escape-evitacion.

Nuestra hipotesis es que los efectos moduladores de la nicotina diferiran
entre ratones aislados y agrupados, pudiéndose esperar que esta influencia sea mas
evidente en los ratones aislados. El sentido de estas diferencias en la accion de la
nicotina es dificil de determinar, ya que muy pocos estudios han evaluado los
efectos de la nicotina en tareas de aprendizaje comparando ratones aislados y
agrupados. Es plausible considerar que la nicotina pueda mejorar la capacidad de
aprendizaje en los ratones aislados, aunque sus efectos estén modulados por la

dosis de nicotina administrada y el nivel basal emocional de los animales.
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INTRODUCCION A LOS EXPERIMENTOS I y II: “APRENDIZAJE
ESPACIAL Y EVITACION ACTIVA EN RATONES NMRI QUE
DIFIEREN EN EL NIVEL DE AGRESION: EFECTOS DE LAS
CONDICIONES DE ALOJAMIENTO Y DE LA ADMINISTRACION DE
NICOTINA”.

Tal como ha quedado expuesto en el marco tedérico que antecede a la
presente investigacidn, las evidencias experimentales indican que las
condiciones de alojamiento pueden tener complejas consecuencias
neurobiologicas y conductuales en roedores (Hall, 1998; Heidbreder y cols.,
2000). En ratones, es conocido que el aislamiento modifica la actividad
locomotora y el nivel de agresividad. De hecho, el aislamiento social es el
método usado con mas frecuencia para inducir conducta agresiva en ratones
(Miczek y cols., 2001). Diferencias individuales en agresion pueden reflejar
estrategias alternativas de ajuste a demandas medioambientales, ya que ratones
agresivos muestran un comportamiento mas activo, y los machos no agresivos
responden con mayor pasividad (Benus y cols., 1991b) pese a que permanecen
flexibles a cualquier cambio en su entorno (Sandnabba, 1995). Por ello, y debido
a que el aislamiento social incrementa el comportamiento agresivo, podria ser de
interés evaluar como interactiian las condiciones de alojamiento de los animales
(y sus posibles efectos sobre el nivel de agresién) en diferentes tareas de

aprendizaje.

Estudios previos sugieren que ratones macho seleccionados en base a su
nivel de agresividad muestran importantes diferencias en rasgos de
comportamiento, neuroquimicos y fisiologicos (Veenema y cols., 2003). Las
diferencias en la latencia de ataque se consideran parte de una distincion mas
general en la estrategia conductual de los roedores frente a los cambios
ambientales (Benus y cols., 1989). La tendencia a iniciar un comportamiento
agresivo podria ser predictora del comportamiento de un individuo en otras
pruebas conductuales. En experimentos con laberintos, los ratones agresivos
crean facilmente rutinas como patrones de comportamiento, mientras los machos

poco agresivos son mas flexibles y adaptativos (Benus y cols., 1989, 1991b). De
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hecho, los ratones mas agresivos tienden a desarrollar estrategias impulsivas de
comportamiento, una menor exploraciéon y son mas temerosos que los no
agresivos (Prior y cols., 2004). Trabajos previos han encontrado que los ratones
_ agresivos tuvieron una mejor ejecucion en tareas de aprendizaje en el laberinto
que los no agresivos (Kvist, 1989; Sélander y Kvist, 1991; Barnard y Luo,
2002). Por ejemplo, en dos cepas seleccionadas por sus niveles de alta y baja
agresividad se hallaron diferencias en la ejecucidon de tareas de aprendizaje
activo y pasivo (Lagerspetz, 1964; Kvist, 1989; Sandnabba, 1996). Los ratones
no agresivos Turku también fueron mejores en la adquisicion de una tarea de
evitacion activa en la shuttle box (Kvist, 1989), sugiriendo que estos ratones no
agresivos normalmente presentaban una inclinaciébn a reaccionar con un
comportamiento exitoso en las situaciones que incluian refuerzos negativos
(Sandnabba, 1996). Por el contrario, en otros estudios que comparan ratones
seleccionados segun su latencia de ataque (ratones SAL, con corta latencia de
ataque, y ratones LAL, con larga latencia de ataque) los ratones con mayor nivel
de agresividad (SAL) fueron mejores evitadores en la caja de doble sentido
(Benus y cols.,, 1991b). Sin embargo, en otras tareas que miden
fundamentalmente aprendizaje espacial como el laberinto de agua o el laberinto
radial el comportamiento de los ratones agresivos y no agresivos ha sido descrito

como similar (de Boer y cols., 2003).

A pesar de estas investigaciones, no se han realizado hasta el momento
estudios que hayan evaluado si existen diferencias entre ratones agresivos y no
agresivos en la ejecucion de tareas espaciales en ratones no seleccionados
genéticamente. Tampoco se conoce claramente cdmo el aislamiento social puede
interaccionar con el nivel de agresividad en la ejecucion de tareas de aprendizaje
espacial o de evitacién activa, aunque se ha demostrado previamente que el
aislamiento social en ratas aumenta el aprendizaje en el laberinto de agua
(Wongwitdecha y Marsden 1996a) mientras deteriora el aprendizaje del
condicionamiento de evitacidn activa en ratones (Essman, 1971). En ninguna de
estas investigaciones anteriores se valord el nivel basal de agresividad, factor
que fueevaluado en todos los animales experimentales utilizados en nuestros

experimentos.
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Se ha propuesto que la nicotina mejora las tareas de aprendizaje y memoria
aunque no estdn totalmente aclarados qué aspectos de la cognicién son
susceptibles de mejora (Uzum y cols., 2004). Resultados recientes indican que
esta mejoria en las funciones cognitivas podria estar relacionada con el
incremento de la actividad colinérgica (Uzum y cols., 2004). La nicotina puede
facilitar la memoria en tareas de evitacién pasiva (Levin y Christopher 2003;
Uzum y cols., 2004). En tareas de evitacién activa se han obtenido resultados
contradictorios. En general se observa que dosis bajas de nicotina (0,5 mg/kg. o
menores) facilitan las tareas de aprendizaje mientras dosis mas altas no tienen

efecto e incluso empeoran la memoria (Sansone y cols., 1991).

El objetivo principal de los dos primeros experimentos de la presente Tesis
fue evaluar la influencia de las condiciones de alojamiento y del nivel de
agresividad en la adquisicion y la retencién de una tarea espacial como el
laberinto de agua de Morris (Morris, 1984) asi como de una tarea no espacial
(evitacion activa en dos sentidos). Ha sido propuesto que los ratones mas
agresivos son mas activos y su comportanﬁento contiene mas elementos de
actividad motora (Sandnabba, 1995; 1996). Por ello, nos interesaba también
determinar si variables que podian afectar la ejecucion en estas tareas de
aprendizaje, tales como la actividad locomotora o la ansiedad (la cual se podia
modificar por las condiciones de alojamiento empleadas), podian modular la

relacion entre agresion y aprendizaje.

El hecho de que la accién de la nicotina dependa en gran medida de la
especie y cepa utilizada hace necesario realizar estudios iniciales sobre los
efectos conductuales de esta sustancia con los animales elegidos para la presente
investigacion (ratones de la cepa NMRI). Esta cepa ha sido seleccionada ya que
investigaciones previas realizadas en nuestro laboratorio han sugerido la posible
relacion entre su capacidad de aprendizaje y sus caracteristicas emocionales
(Vicens y cols., 1999). Por otra parte, la cepa NMRI también ha sido utilizada en
otros estudios que muestran su idoneidad para evaluar las acciones conductuales

de diferentes farmacos (Van der Heyden y cols., 1987; Griebel y cols., 2000).
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1.- EXPERIMENTO 1: “4PRENDIZAJE ESPACIAL EN RATONES NMRI
QUE DIFIEREN EN EL NIVEL DE AGRESION: EFECTOS DE LAS
CONDICIONES DE ALOJAMIENTO Y DE LA ADMINISTRACION DE
NICOTINA”.

1.1.- MATERIAL Y METODO

SUJETOS

En la realizacién de este experimento se utilizaron 210 ratones de la cepa
NMRI, con un peso entre 20 y 24 gramos, y procedentes de IFFA CREDO
(CRIFFA, Barcelona). A su llegada al laboratorio los ratones se acomodaron
segun dos condiciones de alojamiento diferenciales: la mitad de los animales se
alojaron individualmente en jaulas de pléstico transparente de 24 x 13,5 x 13 cm
(condjcién de Aislados) y el resto se acomodaron de 5en5en jaulas de plésﬁco

opacas cuyas dimensiones eran de 25 x 25 x 15 cm (condicién de Agrupados).

Todos los animales permanecieron en un periodo de aislamiento durante 30
dias antes del primer test, un encuentro agonistico con un ‘oponente estandar’ con
la finalidad de clasificar a la los animales segin su nivel de agresion. El
aislamiento social es uno de los métodos mas utilizados para incrementar el nivel
de agresividad en una amplia variedad de especies, entre ellas los ratones de

laboratorio, en los que su uso se encuentra muy establecido.

Todos los animales se mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio,
con agua y comida ad libitum y con un ciclo de luz/oscuridad invertido (12:12hr)
con las luces apagadas a las 20hr (hora local). La temperatura del animalario se
mantuvo constante (20 £ 2 °C). En todas las fases del experimento se siguieron los
principios sobre el cuidado de los animales de laboratorio de acuerdo a las guias

nacionales e internacionales (ECC Council Directive 86/609, -JL 358, 12 de
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Diciembre, 1987; Real Decreto 223/1988 del 14 de Marzo sobre proteccion de los

animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos).

APARATOS

1.- Jaula neutral: Los encuentros agresivos se realizaron en un area neutral.
Para ello se utilizaron dos jaulas de metacrilato transparentes con un tamafio de 66
x 36 x 30 cm (ver Figura 1-1). Antes de iniciar cada prueba, tanto el animal
experimental como su oponente permanecian 1 minuto en la arena, separados por
una barrera abatible, con el fin de que se habituaran a dicho ambiente. Los
encuentros fueron realizados con luz blanca. La latencia de ataque del animal fue

medida por el experimentador con un cronémetro digital.

Figura 1-1: Caja de agresion (66 x 36 x 30 cm) utilizada para los encuentros agonisticos entre los
ratones aislados, agrupados y los oponentes estandar .
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2- Actimetro: Para examinar la actividad motora de los animales se utilizé
el modelo ACTISYSTEM 1II (Panlab. S.L. Barcelona) que consiste en 4 sensores
de 35 x 35 cm (pb 46603) que registran la actividad de los animales a través de un
sistema electromagnético. Los datos se registraron y almacenaron con el programa
DAS 16 (version 1.0), un ordenador PC y un interfase (pb 40035). Antes del
inicio del registro de la actividad motora, los ratones tuvieron un periodo de 30
min de adaptacion a las cajas experimentales que iban a ser utilizadas en la prueba

(ver Figura 1-2).

Figura 1-2: Actimetro de placas y ordenador para medir la actividad locomotora (ACTYSYSTEM
D, Panlab).

3.- Laberinto elevado en forma de cruz: Consiste en dos brazos abiertos
(30 x 5 cm) y dos brazos cerrados (30 x 5 x 15 cm) que forman una plataforma
central (5x5 cm). El suelo de los brazos y del centro es de plastico gris oscuro y
las paredes de los brazos cerrados son de plastico transparente. Los brazos

abiertos poseen un pequefio alzado (0,25 c¢m) para permitirles a los animales un
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punto de agarre adicional, evitando caidas durante la realizacion del test. El

laberinto estaba elevado del suelo 45 cm (ver Figura 1-3).

Todos los tests se realizaron con una iluminacién roja tenue y se grabaron
para su posterior analisis con una video-camara (Panasonic M7 VHS). Estas
pruebas se visualizaron en un monitor de television (ELBE) y se analizaron con la
ayuda de un ordenador (Pentium MMX 166), mediante el programa informatico
Raton Time, adaptacion para PC del programa Mouse-time (Brain y cois., 1989)
que permite valorar la conducta de los animales gracias al uso de distintas claves
para cada categoria conductual. Mediante este procedimiento se valoré el tiempo
que los animales pasaron en los brazos dal laberinto y en la plataforma central

para su posterior analisis estadistico.

Figura 1-3: Laberinto elevado en forma de cruz (plus mazé) utilizado para evaluar el nivel de
ansiedad de los ratones NMRI.
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4.- Laberinto de agua: Se utilizd una version adaptada a ratones del
laberinto descrito por Morris (1984) y utilizada previamente en nuestro
laboratorio en estudios con la cepa NMRI (Vicens y cols., 2003b). El aparato
consiste en una piscina circular cuyas dimensiones eran de 1 m de didmetro y 30
cm de altura. El tanque era de metacrilato, sus paredes negras y el fondo
transparente. El tanque se encontraba situado encima de una estructura de
metacrilato blanco en la que estaban marcados los cuatro cuadrantes en que se
dividia el area de la piscina (NO, NE, SE, SO) (ver Figura 1-4).

La piscina se llen6 de agua hasta una altura de 15 cm. Se usé agua del grifo,
sin hacerla opaca, debido a que el animal nada con la cabeza por encima de la
cabeza y la plataforma, que se sitiia a un nivel mas bajo, no puede ser vista por el
animal. El agua se mantuvo a una temperatura constante de 24 *+ 1°C. La
plataforma de escape tenia unas medidas de 6 x 6 cm y se sitio 1 cm por debajo
de la superficie del agua en una posicion fija de la piscina (NO). Se utilizaron tres
posiciones de salida equidistantes a lo largo del perimetro de la piscina,
exceptuando el cuadrante en el que estaba situada la plataforma (Dellu y cols.,
1997; Vicens y cols., 2003b).

El tanque se coloco en una habitacion iluminada artificialmente y en la que
estaban presentes numerosas claves extra-laberinto: varias figuras geométricas de
cartulina en las paredes, posters, luces, equipamiento de laboratorio, la video-

camara, etc.

Las latencias de escape de los animales fueron medidas por el
experimentador mediante un crondémetro digital. El experimentador siempre se
colocaba en el mismo lugar de la habitacion. Las pruebas finales sin plataforma
(probe trials) se grabaron mediante una video-camara (Panasonic M7 VHS)
situada en una esquina de la piscina de manera que se pudiera grabar toda el area
del tanque. Estas pruebas se visualizaron en un monitor de television (ELBE) y
fueron analizadas mediante el Raton Time (descrito anteriormente). Mediante este

procedimiento se valor6 el porcentaje de tiempo que los animales pasaron en cada
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uno de los cuadrantes en que se dividio la piscina durante la prueba final {probe

trial) sin plataforma, cuya duracién era de 60 seg.

Plataforma de escape

Sujeto experimental

Figura 1-4: Esquema del laberinto de agua de Morris donde pueden apreciarse los
cuadrantes en que se dividia la piscina.

PROCEDIMIENTO

1.- Pre-test de agresion: Finalizados los 30 dias en que cada animal habia
permanecido en su condicion de alojamiento (Aislado o Agrupado), 171 ratones
macho NMRI fueron confrontados con un oponente con el fin de determinar su
nivel basal de agresividad. Como oponentes estindares se utilizaron animales
agrupados. Estos animales fueron amnosmiados mediante la instilacion de un
volumen de 0,025 mi de sulfato de zinc en cada fosa nasal, utilizando para ello
una aguja despuntada y evitando la entrada de liquido en la boca del animal. La
anosmia se realizé el dia anterior al encuentro agonistico Esta prictica se utiliza
para eliminar temporalmente el sentido del olfato con el fin de que estos animales
sean capaces de provocar una conducta de ataque, pero no la inicien, al no percibir
una feromona (presente en la orina de los ratones macho) que en condiciones
normales provocaria una conducta agresiva (Brain, 1981; Redolat y cois., 2000,

2002).
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El pre-test de agresion consistio en situar a los dos ratones en una pecera de
metacrilato transparente separados por una barrera moévil durante un minuto de
adaptacioén a la caja de agresion; seguidamente se quitaba la barrera y se les
dejaba como maximo un tiempo de 5 minutos si no se habia iniciado el ataque. En
el momento en que sucediera el ataque, se separaba a los animales y el
experimentador contabilizaba el tiempo de latencia al primer ataque con el
cronometro digital. Esta medida tenia la finalidad de clasificar a los animales en
dos grupos experimentales: los de baja latencia de ataque (short attack latency o
SAL) con menos de 150 segundos de latencia y los de alta latencia de ataque (long
attack latency o LAL) con mas de 240 segundos de latencia de ataque. Este
criterio de seleccion habia sido validado previamente en nuestro laboratorio para
ratones NMRI (Moragrega y cols., 2002). Después de este pre-test quedaron
seleccionados 95 animales para conformar los siguientes grupos: Aislados-Corta
latencia de ataque (AIS-SAL); Aislados-Larga latencia de ataque (AIS-LAL);,
Agrupados-Larga latencia de ataque (AGR-LAL) que fueron asignados
aleatoriamente a cada uno de los tratamientos farmacolégicos empleados (ver

Figura 1-5).

Como puede observarse en la distribuciéon de los grupos, no aparece el
grupo de Agrupados-Corta latencia de ataque debido a que muy pocos de los
ratones que se evaluaron en el pre-test y que habian sido mantenidos en esta
condicién de alojamiento, atacaron al oponente anésmico antes de los 5 minutos.
Por tanto, no obtuvimos el suficiente niimero de animales para conformar un

grupo experimental de dichas caracteristicas.
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AGR/LAL-VEH

IE LOS GRUPOS

r

SELECCION

Figura 1-5: Seleccion de los grupos experimentales segiin su conducta de ataque en un encuentro
agonistico.
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2.- Medidas de actividad motora: Trascurridas 48 horas desde el pre-test
de agresién, los animales fueron evaluados en el actimetro durante un periodo
total de 30 min, considerdndose 6 muestras de 5 min cada una para su posterior
analisis. Previamente al inicio de la medida, los animales dispusieron de un
periodo de adaptaciéon a la caja experimental de 30 minutos. Los tests se
realizaron entre las 9:00-14:00 hr y después de cada ensayo las cajas eran
limpiadas cuidadosamente. Las medidas de actividad motora se efectuaron sin que
los animales recibieran tratamiento farmacolégico, previamente a la evaluacion de
cada animal en las tareas del laberinto elevado en forma de cruz y del laberinto de
agua, con objeto de determinar si una posible hiperactividad de los animales

influia en estas tareas.

3.- Laberinto elevado en forma de cruz (plus maze): 24 hr después de
haber pasado la prueba de actividad motora, los animales fueron testados en el
plus maze. Se trasladaron 1 hr antes a la sala experimental para minimizar los
efectos del estrés por el transporte y facilitar su adaptacion a las condiciones de la
sala experimental. Con cada animal el laberinto se limpiaba cuidadosamente con

un trapo humedo para eliminar restos de olor del animal anterior.

El test tuvo una duracién de 5 min y se iniciaba colocando al animal en la
plataforma central mirando hacia un brazo abierto y se permitia que el animal
explorara libremente el aparato. La prueba se llevo a cabo con los animales libres
de farmaco y el orden en que pasaron los animales de las distintas condiciones
experimentales fue aleatorio. El experimento se grab6é con video-camara para su
posterior andlisis en el que se valoraron las entradas del animal en brazos abiertos,
cerrados y plataforma central, asi como el porcentaje de tiempo pasado en cada

uno de estos lugares y la latencia total de entradas a brazos.
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4.- Laberinto de agua: Cada animal recibio 4 sesiones a lo largo de 5 dias.
En cada sesioén los animales se colocaban durante 30 seg en la plataforma antes
del primer ensayo y después se les dejaba nadar libremente durante 60 segundos o
hasta que alcanzasen la plataforma de escape. Los animales que no tenian éxito en
encontrar la plataforma durante este tiempo eran colocados en la misma por el
experimentador y permanecian en ella durante 30 seg. El intervalo entre ensayos
(ITT) fue también de 30 seg durante los cuales el animal permanecia en una jaula

individual al lado de la piscina hasta el siguiente ensayo.

Las posiciones de salida se asignaron de manera pseudoaleatoria de modo
que ningun animal saliera desde la misma posicidn en dos ensayos consecutivos.
El experimentador registraba el tiempo que el animal tardaba en encontrar la
plataforma (latencia de escape). Tras el cuarto ensayo del ltimo dia se realiz6 una
prueba final (probe trial) durante la cual se eliminé la plataforma y se dejo a los
animales nadar libremente durante 60 segundos, registrandose el tiempo que los
animales pasaban en cada uno de los cuatro cuadrantes en los que se dividia la

piscina (ver Figura 1-6).
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Figura 1-6: Procedimiento de la prueba del laberinto de agua. P = Plataforma (30 seg) E =
Ensayo (60 seg); ITI = Intervalo entre ensayos (30 seg); EP = Ensayo de pmeba sin plataforma
(probe trial) (60 seg)
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FARMACO

Los animales recibieron tratamiento farmacolégico con nicotina [(-)-
Nicotine hydrogen di-(+)tartrate SALT] (SIGMA-Aldrich. Madrid) que por su alta
toxicidad tuvo que ser manipulada en condiciones de riguroso control. La nicotina
se pesod en una balanza de precision (METTLER AJ50). Una vez medidas las
dosis, la nicotina se disolvid en suero fisiologico (0,9% NaCl) y el pH se ajust6 a
7 con hidréxido de sodio (NaOH). Las dosis utilizadas en forma de base fueron de
0,35 mg/kg y 0,175 mg/kg de nicotina. El grupo control recibi6 suero fisioldgico.
Todas las dosis fueron administradas en un volumen de 10 ml/kg. Estas sustancias
se administraron subcutineamente 15 minutos antes de la sesion diaria de

entrenamiento en el laberinto de agua a lo largo de 5 dias (ver Figuras 1-7 y 1-8).

Los grupos se determinan por las condiciones de Alojamiento
(Aislado/Agrupado) y por el Tratamiento (Nicotina 1; Nicotina 2; Vehiculo. Los
grupos resultantes de dicha combinacién son los siguientes: ratones aislados de
corta latencia de ataque tratados con 0,35 mg/kg de nicotina (AIS/SAL-NIC1)
(n=10); ratones aislados de corta latencia de ataque tratados con 0,175 mg/kg de
nicotina (AIS/SAL-NIC2) (n=10); ratones aislados de corta latencia de ataque
tratados con suero fisiologico (AIS/SAL-VEH) (n=10); ratones aislados de larga
latencia de ataque tratados con 0,35 mg/kg de nicotina (AIS/LAL-NIC1) (n=11);
ratones aislados de larga latencia de ataque tratados con 0,175 mg/kg de nicotina
(AIS/LAL-NIC2) (n=11); ratones aislados de larga latencia de ataque tratados con
suero fisioldgico (AIS/LAL-VEH) (n=11); ratones agrupados de larga latencia de
ataque tratados con 0,35 mg/kg de nicotina (AGR/LAL-NIC1) (n=10); ratones
agrupados de larga latencia de ataque tratados con 0,175 mg/kg de nicotina
(AGR/LAL-NIC2) (n=11); ratones agrupados de larga latencia de ataque tratados
con suero fisiologico (AGR/LAL-VEH) (n=11) (ver Figuras 1-5y 1-7).
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Figura 1-7: Procedimiento de la administracion del farmaco previa a la sesion de entrenamiento
durante 5 dias.
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ANALISIS ESTADISTICOS

1.- Actividad motora: Para examinar la actividad motora de los animales se
realizé6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una via tomando como variable
dependiente el indice global de actividad (indice de actividad motora) y como
variables entre-sujeto el factor Grupo (con 3 niveles de tratamiento: AIS-SAL;

AIS-LAL y AGR-LAL).

Para obtener informacién de las 6 muestras temporales en que se dividi6 el
periodo total de medida (30 min) se realizd6 un ANOVA de medidas repetidas en
el que se considero el factor Grupo como variable entre-sujeto (con 3 niveles) y el
factor Muestra como variable intra-sujeto (con 6 niveles). Para ambos tipos de
andlisis, en los casos apropiados, se llevaron a cabo las pruebas post-hoc de

Newman-Keuls. Se consider6 p< 0.05 como nivel de significacion estadistica.

2.- Laberinto elevado en forma de cruz: Se realiz6 un ANOVA con el
factor Grupo como variable entre-sujeto (con 3 niveles) y el factor Localizacion
como variable intra-sujeto con 3 niveles: brazos abiertos, brazos cerrados y
plataforma central. En los casos apropiados se realizaron pruebas post-hoc de

Newman-Keuls.

Para las otras variables dependientes tomadas en el presente experimento:
entradas totales a brazos, tiempo en plataforma central y porcentaje de tiempo en
plataforma central, se realiz6 un ANOVA multivariado con el factor Grupo como
variable entre-sujeto (con tres niveles), asi como los analisis post-hoc pertinentes.

En ambos casos el nivel de significacion fue de p< 0.05

3.- Laberinto de agua: En la adquisicion de la tarea de aprendizaje espacial
se realiz6 un ANOVA para analizar las latencia de escape durante la adquisicién

del laberinto con el factor Dia (de 5 niveles correspondientes a los 5 dias de
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entrenamiento) y el factor Ensayo (4 niveles correspondientes a los 4 ensayos de
cada sesidn) como variables intra-sujeto. En la retencion del laberinto de agua se
analizé el tiempo que los ratones pasaron en cada cuadrante en el ensayo de

prueba (factor Cuadrante: 4 niveles).

El complejo disefio de nuestro estudio indicaria que los factores que podrian
influir en la adquisicién y/o retencion del laberinto de agua son: Alojamiento;
Agresividad; Tratamiento y Dia de entrenamiento. Estos factores hubieran
requerido un ANOVA mixto de medidas repetidas considerando todos los grupos.
Sin embargo, como ya hemos comentado anteriormente, en nuestra seleccion
segun el nivel de agresividad de los animales no obtuvimos ratones agrupados de
corta latencia de ataque. Este disefio incompleto requiere, por tanto, dos tipos de
ANOVASs para evaluar la adquisicion del laberinto de agua: un primer ANOVA
que analizaria los factores Alojamiento, Tratamiento y Dia, manteniendo el nivel
de Agresividad constante (s6lo se considerarian los ratones LAL); un segundo
ANOVA en el que los factores implicados serian Agresividad, Tratamiento y Dia,
manteniéndose el factor Alojamiento constante (s6lo se consideran los ratones

aislados).

Ademas, con el fin de obtener una vision mas global de los datos obtenidos
y para evaluar posibles diferencias entre los 9 grupos formados en el presente
experimento, posteriormente analizamos los resultados para cada grupo
considerando los cuatro factores de nuestro disefio: Alojamiento; Agresividad;
Tratamiento y Dia, asi como el factor Grupo como variable entre-sujeto (con 9
niveles). En todo los casos apropiados se realizaron pruebas post-hoc adecuadas y

se consideré como nivel de significacion p<0.05.
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1.2.- RESULTADOS

1.- Actividad motora:

1.1.- Anilisis global de la actividad motora: el ANOVA mostré
diferencias significativas entre los grupos [F(2,92)=13.48; p<0.001]. Las
pruebas post-hoc sefialaron que los ratones AIS/SAL y AIS/LAL tuvieron
un mayor numero de cuentas de actividad que los AGR/LAL (p<0.05) (ver
Figura 1-9A).

1.2.- Anadlisis con las 6 muestras temporales: el factor Grupo resultd
significativo [F(2,92)=13,48; p<0.001]. Las pruebas post-hoc sefialaron que
ambos grupos de ratones aislados, SAL y LAL, se movieron
significativamente mas que los agrupados (p<0.05). El factor Muestra
[F(5,460)=36,95; p<0.05] también result6 significativo, indicando un

descenso de la actividad motora en el transcurso temporal (ver Figura 1-9B)
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Figura 1-9: Medias (+SEM) de la actividad locomotora mostrada por los tres grupos de
animales: AIS/SAL (n=30), AIS/LAL (n=32) y AGR/LAL (n=33). A) N° total de
cuentas para 30 min *p<0.05 AGR/LAL vs ambos grupos de aislados. B) Cuentas para
cada periodo de 5 min *p<0.05 AGR/LAL vs los otros dos grupos de aislados.
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2.- Laberinto elevado en forma de cruz: E1 ANOVA mostré que el factor
Grupo fue significativo en las siguientes variables: nimero de entradas en brazos
abiertos [F(2,94)=6,25; p<0.003]; numero de entradas en brazos cerrados
[F(2,94)=6,8; p<0.002]; numero total de entradas a brazos [F(2,94)=11,14,
p<0.001] y porcentaje de tiempo en plataforma central [F(2,94)=3,23; p>0.05].
Las pruebas a posteriori sefialaron que los grupos aislados de corta latencia de
ataque y aislados de larga latencia de ataque realizaron un mayor nimero de
entradas totales a brazos, de entradas a brazos abiertos y de entradas a brazos
cerrados que los agrupados de larga latencia de ataque (p<0.05). El porcentaje de
tiempo en la plataforma central fue menor en los agrupados que en los grupos
aislados tanto de corta como de larga latencia de ataque (p<0.05). El factor Grupo
no result6 significativo en el porcentaje de entradas en brazos abiertos ni en el

porcentaje de tiempo en brazos abiertos (ver Tabla 1).

GRUPOS
Categorias | AIS/SAL  AISLAL AGR/LAL
Entradas totales 24+14 223+1.1 16.5+0.9%*
Entradas brazos abiertos 11.5£09 112108 7.9+0.6*
Entradas en brazos cerrados 125+09 11.1+0.7 8.7+0.6*
% Entradas en brazos abiertos 48+26 49.7+25 48.1+3
% Tiempo en brazos abiertos 36.4+£2.6 394+25 3813

% Tiempo en plataforma central 302+1.7 262%+14 323122+

TABLA 1: Efectos del aislamiento y el nivel de agresividad en la ejecucion en el
laberinto elevado en forma de cruz en ratones macho NMRI. Los datos se presentan como
los valores de la media + SEM. AIS/SAL: ratones aislados de corta latencia de ataque;
AIS/LAL: ratones aislados de larga latencia de ataque; AGR/LAL: ratones agrupados de
larga latencia de ataque.

** p<0.001 vs los otros dos grupos.
*  p<0.005 vs los otros dos grupos.
+ p<0.05vs AIS/LAL.
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3.1- Adquisicién: los factores analizados en nuestro disefio son
cuatro: las condiciones de Alojamiento, la Agresividad, el Tratamiento y el
Dia en la adquisicion del laberinto. Al no poder realizar el ANOVA mixto
de medidas repetidas que requeriria este disefio, se realizaron dos ANOVAs

separados.

En el primer ANOVA se consideraron los factores Alojamiento,
Tratamiento y Dia, manteniendo el factor Agresividad constante (sélo se
consideraron los ratones LAL). El factor Dia resulté significativo
[F(4,236)=57,26, p<0.001] indicando un descenso en las latencias de
localizacién de la plataforma. No hubo efectos significativos de la
administracion de nicotina ni de las condiciones de alojamiento (ver Figura

1-10).

En el segundo ANOVA se consideraron los factores Agresividad,
Tratamiento y Dia, manteniendo el factor constante (s6lo se incluyeron en el
analisis los ratones aislados). No encontramos diferencias segun el nivel de
agresividad de los ratones. Sin embargo, el factor Dia [F(4,228)=67,59;
p<0.001] y el Tratamiento [F(2,57)=4,59; p<0.05] resultaron significativos.
Los analisis post-hoc con Newman-Keuls sefialaron que los animales
aislados tratados con vehiculo mostraron latencias de escape mas bajas que

los otros dos grupos de aislados tratados con nicotina (p<0.05).

En un intento de analizar los datos con mayor profundidad y no perder
informacién a causa de lo incompleto del disefio, realizamos un ANOVA
para los 9 grupos incluidos en el presente experimento (considerando las 4
variables de nuestro disefio experimental). En este ANOVA general no
observamos diferencias significativas entre los grupos en las latencias de
escape correspondientes a las sesiones de entrenamiento para la adquisicion
de la tarea espacial. Si apreciamos que las latencias de escape fueron
descendiendo progresivamente durante los dias de entrenamiento desde una

media de 53,8 (% 2,56) seg el Dia 1 hasta los 24,17 (+ 4,26) seg el Dia 5
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[F(4,344)=92,02; p<0.001] (ver Figura 1-9), indicando que todos los
animales aprendieron a localizar la plataforma de escape. El factor Ensayo
[F(3,258)=14,47; p<0.001] y la interaccion Grupo x Ensayo
[F(24,258)=1,82; p<0.01] también fueron estadisticamente significativas.
Las interacciones Grupo x Dia, y Grupo x Dia x Ensayo no indicaron

diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 1-10: Medias + SEM de las latencias de escape en el laberinto de agua durante
los 5 dias de entrenamiento de los ratones de distinta condicion de aislamiento y nivel
de agresividad.

A) Adquisicion de los ratones macho NMRI aislados: aislados de corta latencia de
ataque tratados con 0,35 mg/kg de nicotina (AIS/SAL-N1), tratados con 0,175 mg/kg
de nicotina (AIS/SAL-N2), o bien con vehiculo (AIS/SAL-VEH); aislados de larga
latencia de ataque tratados con 0,35 mg/kg de nicotina (AIS/LAL-NI), con 0,175 mg/kg
de nicotina (AIS/LAL-N2) o con vehiculo (AIS/LAL-VEH);

B) Adquisicion de los ratones macho NMRI agrupados: agrupados de larga latencia de
ataque tratados con 0,35 mg/kg de nicotina (AGR/LAL-N1), con 0,175 mg/kg de
nicotina (AGR/LAL-N2) o con vehiculo (AGR/LAL-VEH).
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3.2- Retencion: Para obtener los datos de la retencion de la tarea espacial
del laberinto de agua, se analiz6 el tiempo que cada animal pasé en el cuadrante
noroeste (NO), en el cual habia estado situada la plataforma de escape durante la

adquisicion de la tarea.

En el primer ANOVA para analizar los datos del ensayo de prueba se
consideraron los factores Alojamiento, Agresividad y Dia. El factor Agresividad
se mantuvo constante y sélo se tuvieron en cuenta los ratones LAL. En este
analisis el factor Alojamiento no alcanzd la significacion estadistica. Sin embargo,
al observar cuidadosamente las graficas y las medias de los datos se apreciaba una
amplia diferencia entre animales aislados y agrupados en el tiempo pasado en el
cuadrante NO. Para poner a prueba dicha diferencia se llevé a cabo una Prueba t
con el ajuste de Bonferroni (para controlar la tasa de error tipo I). Esta
comparacion confirmé que los animales aislados controles pasaron mas tiempo en
el cuadrante de la plataforma que los animales agrupados controles =2.57,

p<0.05.

El segundo ANOVA, considerando tinicamente los ratones LAL teniendo en
cuenta los factores Agresividad, Tratamiento y Dia (manteniendo el factor
Alojamiento constante), indicé que no habia diferencias en la retencion segun el
nivel de agresividad pero si resultd significativo el factor Tratamiento
[F(2,57)=3,8; p<0.05]. Las pruebas post-hoc sefialaron que los animales aislados
tratados con la dosis mas alta de nicotina (0.35 mg/kg) pasaron menos tiempo en

el cuadrante NO que los animales tratados con vehiculo (p<0.05).

Cuando analizamos la retencion de la tarea espacial tomando en
consideracién los 9 grupos incluidos en el estudio, el factor Cuadrante
[F(3,84)=67,38; p<0.001] y la interaccion Grupo x Cuadrante [F(24,258)=1,83;
p<0.01] resultaron significativas. Andlisis a posteriori revelaron que los ratones
pasaron mas tiempo en el cuadrante noroeste que en el sureste y noreste (p<0.01).
Los grupos de aislados tratados con suero fisioldgico tanto de corta como de larga
latencia de ataque (AIS/SAL-VEH y AIS/LAL-VEH) pasaron mas tiempo en el
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cuadrante de entrenamiento (NO) que los agrupados controles (AGR/LAL-VEH).
El porcentaje de tiempo pasado en la zona NO del laberinto fue del 42,5% para los
AIS/SAL-VEH, del 43,8% para el grupo AIS/LAL-VEH y del 26,5% para el
grupo AGR/LAL-VEH (ver Figura 1-11).
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Figura 1-11: Media del porcentaje de tiempo en el cuadrante de la plataforma durante el ensayo
de prueba en ratones aislados de corta latencia de ataque (AIS/SAL), de larga (AIS/LAL) y
agrupados de larga latencia (AGR/LAL) tratados con 0,35 mg/kg de nicotina (NI), con 0,175
mg/kg (N2) o con suero salino (VEH).

+ISO/SAL-VEH vs AGR/LAL-VEH.
+ISO/LAL-VEH vs AGR/LAL-VEH
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1.3.- DISCUSION

El principal objetivo de esta investigacion fue evaluar la posible modulacién
de las condiciones de alojamiento y el nivel de agresividad en el aprendizaje de
una tarea espacial en ratones macho NMRI, asi como estudiar si la actividad
motora y/o la ansiedad, las cuales pueden ser modificadas por las condiciones de
alojamiento, pueden influir en la relacién entre agresiéon y aprendizaje.
Adicionalmente, nos interesaba examinar si los factores sociales modulan los

efectos conductuales de la nicotina en el laberinto de agua de Morris.

Efectos de las condiciones de alojamiento y del nivel de agresividad en la

actividad motora espontdnea

Nuestros resultados indican que los animales aislados muestran
hiperactividad motora frente a sus homdlogos agrupados, confirmando estudios
anteriores (Hilakivi y cols., 1989; Gariépy y cols., 1995; Rilke y cols., 1998b) y
ampliando observaciones realizadas en nuestro laboratorio con ratones de la
misma cepa (Moragrega y cols., 2002). Esta hiperactividad locomotora parece ser
independiente del nivel basal de agresividad de los animales, ya que no se
observaron diferencias significativas entre ratones aislados de corta o larga
latencia de ataque. Este dato concuerda con los obtenidos en investigaciones
previas en las que grupos de ratones con diferente nivel de agresion mostraron una
actividad motora espontinea similar (Moragrega y cols., 2002). Nuestros
resultados, sin embargo, contrastan con otros estudios en los que los ratones mas
agresivos muestran mayor actividad que los no agresivos (Sandnabba, 1996; Kvist
y cols., 1997; Gariépy, y cols., 2002). Una de las razones para tal discrepancia
podria ser que estos estudios estan realizados con cepas de ratones criados

selectivamente por su nivel de agresividad.
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Efectos de las condiciones de alojamiento y del nivel de agresividad en las

medidas de ansiedad

Uno de los resultados mas relevantes en este experimento es que el
alojamiento en aislamiento social en la cepa NMRI no parece inducir claros
efectos ansioliticos o ansidgenos en el laberinto elevado en forma de cruz (plus
maze). En nuestro estudio no hallamos diferencias significativas entre ratones
aislados y agrupados ni en el porcentaje de entradas ni en el tiempo pasado en los
brazos abiertos del laberinto. La investigacion previa sobre las consecuencias del
aislamiento social en los paradigmas de ansiedad aporta resultados
contradictorios. Haller y colaboradores (2000) observaron que un periodo de
aislamiento de 7 dias increment6 la ansiedad en el test de interaccidn social, pero
no afectd los niveles de ansiedad en el plus maze. En este sentido, otro estudio que
compard la ejecucion de ratones aislados y agrupados en el laberinto elevado
también sefial0 que una semana de aislamiento no inducia efectos ansioliticos ni
ansiogenos en los animales controles. Sin embargo, dicho periodo de aislamiento
modificé algunas respuestas en los ratones tratados con clozapina (Manzaneque y
cols., 2002).

Considerando los datos obtenidos en nuestro trabajo, las variables que mejor
discriminan entre ratones aislados y agrupados en el laberinto elevado son las
entradas a brazos abiertos, a brazos cerrados y la suma total del nimero de
entradas a brazos abiertos y cerrados. No hubo diferencias, sin embargo, en el
porcentaje de tiempo pasado en brazos abiertos. Estos resultados sugeririan que el
aislamiento no demostré tener un efecto especifico en la ansiedad porque
aumentaron todas las conductas activas. De hecho, el numero total de entradas
tanto a brazos abiertos como cerrados en el laberinto se considera una medida de
actividad locomotora (Espejo, 1997; Zarrindast y cols., 2001) y dichas medidas
aumentaron significativamente en los animales alojados individualmente.
Nuestros resultados, ademas, confirman el conocido fenémeno de hiperactividad
inducida por aislamiento, y evidencian que dicho fenémeno también se puede ser

observado en el laberinto elevado, un modelo animal utilizado generalmente para
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detectar efectos ansidgenos o ansioliticos de los farmacos o de manipulaciones

conductuales (Pellow y cols., 1985; Lister, 1987).

Estudios previos han mostrado relaciones entre el nivel de agresion de los
roedores y sus niveles de ansiedad (Maestripieri y cols., 1991; Ferrari y cols.,
1998; Kudrayavtseva y cols., 2002), aunque se han aplicado diferentes
procedimientos para evaluar céomo los factores sociales podrian afectar la
ejecucion de los animales en las pruebas de ansiedad. Por ejemplo, se ha
observado que una experiencia repetida de agresion provoca el desarrollo de
conductas ansiégenas en ratones macho, dependiendo de la duracién del encuentro
agresivo y de la cepa estudiada (Kudryavtseva y cols., 2002, 2004). Ratas con un
nivel de ansiedad bajo han mostrado ser mas agresivas que aquellas con un nivel
de ansiedad mayor (Henniger y cols., 2000). Sin embargo, ratones que exhiben
mayor conducta ofensiva (lucha y amenaza) en los encuentros diddicos también
despliegan un perfil mas ansidgeno, enfatizando la influencia del estatus social
(Ferrari y cols., 1998). También se ha observado un perfil ansioso en el plus maze
en ratas previamente expuestas al olor de gato (Zangrossi y File, 1992) o en ratas
macho con experiencia de derrota (Heinrichs y cols., 1992). En ratones, la
exposicidn previa a estresores sociales también aumenta las conductas
relacionadas con la ansiedad: disminuye el porcentaje de tiempo en brazos
abiertos, de entradas a los mismos e incrementa algunos aspectos especificos del
repertorio defensivo (Rodgers y Cole, 1993). Es importante resaltar que las
diferencias entre cepas pueden ser relevantes al establecer un perfil conductual en
el laberinto elevado (Rodgers y Cole, 1993; Trullas y Skolnick, 1993; Ferrari y
cols., 1998). En este sentido, se ha descrito que los ratones de la cepa NMRI
expresan niveles bajos de respuestas de evitacion a los brazos abiertos (Griebel y
cols., 2000; Carrasco y cols., 2004). Es posible que el bajo nivel de ansiedad de
los ratones NMRI, la cepa utilizada en el presente experimento, pueda haber
influido en la ausencia de diferencias en el nivel de ansiedad entre animales

agrupados y animales sometidos a un periodo de aislamiento social.
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Cuando consideramos las conductas mostradas por los animales aislados
con diferente nivel de agresividad (AIS/SAL y AIS/LAL), nuestros datos reflejan
que el nivel de agresividad no modulé las medidas de ansiedad obtenidas en el
laberinto en cruz. No observamos diferencias significativas tanto en actividad
global (medida por el total de entradas y el niimero de entradas en brazos
cerrados) como en las entradas a brazos abiertos entre AIS/SAL y AIS/LAL. Este
resultado estaria en concordancia con otras investigaciones que no encuentran
diferencias en la conducta mostrada en el plus maze entre ratas ganadoras o
perdedoras tras un encuentro agonistico (Peres y Leite, 2002). Las discrepancias
entre nuestros resultados y estudios previos pueden deberse, en parte, a la distinta
metodologia empleada. Otros autores, por ejemplo, han investigado la influencia
del estatus social (Ferrari y cols., 1998) o de la experiencias de victoria o derrota
repetidas en confrontaciones agonisticas en ratones (Kudryavtseva y cols., 2002).
En el presente estudio, los ratones fueron clasificados por las puntuaciones medias
de las latencias de ataque mostradas en un test de pre-seleccion segin el nivel de
agresion. En esta prueba tinicamente se contabilizé el tiempo hasta que el primer
ataque tenia lugar, obviando un encuentro agonistico completo e innecesario para
nuestros fines. Es posible, por tanto, que la latencia al primer ataque esté

reflejando la reactividad de los ratones frente a una situacién social novedosa.

Efectos de las condiciones de alojamiento y del nivel de agresividad en la

adquisicion y retencion del laberinto de agua

El principal objetivo en esta investigacion fue evaluar si el aislamiento
social tenia un efecto diferencial sobre el aprendizaje espacial en ratones con
distinto nivel de agresividad. Si estas diferencias individuales en comportamiento
agresivo estdn relacionadas con estrategias alternativas de afrontamiento al
ambiente (Benus y cols., 1991b; Sandnabba, 1995) podria esperarse que en los
distintos grupos emergieran patrones diferenciales de aprendizaje de la tarea
espacial. En la primera parte de nuestro experimento encontramos que, en ratones

NMRI, el nivel de agresion no parecia estar relacionado con las diferencias en
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actividad motora o ansiedad. Los datos también indicaron que el alojamiento en

condicidon de aislamiento social mejoré ligeramente la retencion de la tarea
| espacial unicamente en los animales tratados con vehiculo (AIS/SAL-VEH y
AIS/LAL-VEH). Aunque las condiciones de alojamiento no afectaron
significativamente la adquisicién de la prueba espacial en los ratones controles, si
se observa con detenimiento la Figura 1-10, se aprecia que los dos grupos de
aislados que recibieron suero fisiologico tuvieron latencias de escape mas cortas
en el dia 5 que sus homoélogos agrupados. Estos resultados apoyan, al menos en
parte, los hallados por Wongwitdecha y Marsden (1996a) en ratas, en los que el
aislamiento demostrd ejercer un efecto facilitador sobre el aprendizaje espacial en
el laberinto de Morris. Ademas, la ausencia de diferencias entre animales aislados
y agrupados en la adquisicion de la tarea espacial concuerda con los resultados
obtenidos previamente por Coudereau y colaboradores (1997b) en ratones NMRI
con periodos de aislamiento de 15 y 30 dias. En este sentido, Molina-Hernandez y
colaboradores (2001) tampoco han encontrado diferencias entre aislados y

agrupados en una tarea de auto-shaping.

Nuestros resultados sugieren que el nivel de agresividad en ratones no
influye en la ejecuciéon del laberinto de agua, en contraste con estudios que han
empleado otras tareas de aprendizaje como por ejemplo un laberinto lineal (Kvist,
1989) o el condicionamiento de evitacién activa (Benus y cols., 1991b). También
han sido descritas diferencias entre ratones SAL y LAL en respuesta a algunos
farmacos. Asi, se ha encontrado un aumento del efecto antiagresivo de algunas
sustancias que actian a nivel de sistema dopaminérgico en ratones LAL
comparados con los SAL (Felip y cols., 2001). Sin embargo, en nuestro estudio no
se hallaron efectos diferenciales de la nicotina en ambos grupos de ratones, lo que
sugiere que el nivel de agresividad no modula directamente los efectos

conductuales de esta sustancia en el laberinto de agua.
En el presente experimento, la nicotina no mejoro la ejecucion del laberinto

de agua ni en ratones aislados ni agrupados. De hecho, el ANOVA realizado

considerando unicamente los animales aislados, sefiala que ambas dosis de
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nicotina (0,35 y 0,175 mg/kg) deterioraron la adquisicién de la tarea espacial e
incluso, la dosis més alta empeord también la retencion. Investigaciones anteriores
han evaluado los efectos de la nicotina inicamente en ratones agrupados y se han
encontrado algunas divergencias en los resultados. En ratones hembra de la cepa
NMRI, tratadas con nicotina durante 3 dias antes de un entrenamiento diario en el
laberinto de agua, no se encontré una mejora significativa (Lamberty y Gower,
1991b). No obstante, en ratones C57 tratados durante 9 dias mejoraron la
ejecucion en la tarea de aprendizaje espacial (Bernal y cols., 1999). Una
explicacién plausible para la ausencia de efectos de la nicotina encontrados en
nuestro estudio podria ser que la cepa de ratones NMRI, en comparacioén con la
cepa C57, adquiere la tarea del laberinto acuatico mas rapidamente (Vicens y
cols., 1999; Van der Vegt y cols.,, 2001) y es menos reactiva a ambientes
novedosos (Lamberty y Gower, 1996). Otra explicaciéon complementaria a la
ausencia de efectos facilitadores de la nicotina en el laberinto de agua, es que en
los animales podria existir una falta de tolerancia a los efectos motores e
hipotérmicos de la nicotina debido a la corta duracién del tratamiento, ya que la
administracion de nicotina se llevd a cabo sOlo durante los 5 dias de

entrenamiento en la prueba de aprendizaje espacial.

En conclusion, el resultado més destacable de esta investigacion es que las
condiciones de alojamiento afectan claramente a las conductas mostradas por los
ratones NMRI en el laberinto elevado en forma de cruz. En ratones aislados se
observa un aumento en las conductas que reflejan actividad locomotora y este
efecto parece ser independiente del nivel de agresividad (medido como la latencia
de ataque durante el encuentro agonistico). La ejecucion en la tarea de laberinto
de agua parece estar influida por las condiciones de alojamiento ya que los
animales aislados tratados con vehiculo realizaron mejor esta tarea espacial. Estos
resultados confirman la necesidad de prestar atenciéon a las condiciones de
alojamiento, debido a que podrian desempefiar un papel importante en la

evaluacion de cualquier agente farmacoldgico en pruebas de aprendizaje.

176



Evitacion activa en ratones NMRI que difieren en el nivel de agresion...

2.- EXPERIMENTO II: “CONDICIONAMIENTO DE EVITACION ACTIVA
EN RATONES NMRI QUE DIFIEREN EN EL NIVEL DE AGRESION:
EFECTOS DE LAS CONDICIONES DE ALOJAMIENTO Y DE LA
ADMINISTRACION DE NICOTINA”.

2.1.- MATERIAL Y METODO

SUJETOS

En la realizacion de este experimento se utilizaron 280 ratones de la cepa
NMRI, con un peso a su llegada al laboratororio entre 20 y 24 gramos,
procedentes de Charles River (Barcelona, Espafia). Los ratones se acomodaron
segun dos condiciones de alojamiento distintas: 150 animales se alojaron
individualmente en jaulas de plastico transparente de 24 x 13,5 x 13 cm
(condicion de Aislados) y los animales restantes se alojaron de 5 en 5 en jaulas de

plastico opacas cuyas dimensiones eran de 25 x 25 x 15 cm (condiciéon de

Agrupados).

El periodo de aislamiento fue de 30 dias hasta la realizacion de un
encuentro agonistico cuya finalidad era clasificar a los animales segin su nivel
basal de agresividad. Como oponentes estandar en estos encuentros agonisticos se
utilizaron animales agrupados anésmicos. Todos los animales se mantuvieron en
las condiciones estandar de laboratorio descritas para el Experimento I de la

presente Tesis.
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APARATOS

1.- Jaula neutral: Los encuentros agresivos se realizaron en un irea neutral

anteriormente descrita en el Experimento L

2.- Caja de escape-evitacion (shuttle-box): La caja de evitacion tiene
unas medidas de 45 x 24,5 x 19 cm y se halla dividida en dos partes iguales de
24,5 cm separadas por una puerta para dar acceso a ambos compartimentos.
Cuatro sensores invisibles de infrarrojos a cada lado de la caja (8 en total)
registran la localizacion del animal en cada momento. Cada cruce del animal se
detecta y graba con el ordenador y el interfaz (Shuttle Sean; Omnitech
Electronics, Columbus, Ohio). El techo de la caja esta dotado de 2 bombillas de
luz blanca (6w), una en cada compartimento, que constituyen el estimulo
condicionado para que el animal cambie de lado y evite la descarga. Desde el
suelo de la caja, compuesto de 20 varillas de acero inoxidable, se transmite al

animal la descarga eléctrica.

Figura 2-1: Modelo de la caja de escape-evitacion en ambos sentidos (Omnitech Electronics two-
way shuttle-box)
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PROCEDIMIENTO

1.- Pre-test de agresién: Pasaron dicha prueba 146 animales aislados y 95

agrupados. El procedimiento fue el mismo que el descrito en el Experimento I.

Después de este pre-test quedaron seleccionados 30 animales agrupados y 61

aislados para formar los grupos mostrados en la Tabla 2-1, utilizando el criterio

de seleccion previamente establecido para ratones NMRI (Moragrega y cols.,

2002). El experimentador midi6 el tiempo de latencia de los ataques con un

cronometro digital y se sittio siempre en el mismo lugar de la habitacién. Como

puede observarse en la Tabla 2-1, en la distribucién de los grupos no aparece el

grupo Agrupados/SAL, ya que como que sucedid en el Experimento I con la cepa

NMRI, en la clasificacion en funcién del nivel basal de agresividad, el nimero de

ratones agrupados que mostraron latencias cortas de ataque fue insuficiente para

formar un grupo experimental.

Tabla 2-1: Grupos resultantes en el Experimento II después de la clasificaciéon segin el nivel de
agresion'y la aplicacién del tratamiento farmacolégico correspondiente (ver también el apartado

posterior FARMACO)
Alojamiento Agresividad Tratamiento Grupo n
0,35 mg/kg Nicotina AIS/SAL-NIC1 11
(G1)
Aislados SAL 0,175 mg/kg Nicotina ~ AIS/SAL-NIC2 10
(<150seg) (G2)
Suero fisiologico AIS/SAL-VEH 10
G3)
0,35 mg/kg Nicotina AIS/LAL-NIC1 10
(G4)
Aislados LAL 0,175 mg/kg Nicotina ~ AIS/LAL-NIC2 10
(>240seg) (G5)
Suero fisiologico AIS/LAL-VEH 10
(G6)
0,35 mg/kg Nicotina AGR/LAL-NICI1 10
(G7)
Agrupados LAL 0,175 mg/kg Nicotina AGR/LAL-NIC2 10
(>240seg) (G8)
Suero fisiologico AGR/LAL-VEH 10
(G9)
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2.- Evitacién Activa: cada animal recibi6 5 sesiones de entrenamiento en el
condicionamiento de evitacién activa a lo largo de 5 dias. La sesiéon comenzaba
con un periodo de adaptacidon al aparato durante 3 min al que le seguian 30
ensayos. El intervalo entre ensayos (ITI) tenia una duracién variable de 30+10
seg. El ensayo constaba de una presentacién de luz blanca (6W) durante 10 seg
[estimulo condicionado (EC)], a la que le seguia la descarga eléctrica, utilizada
como estimulo incondicionado (EI). Si el animal cruzaba al otro lado de la caja,
ambos estimulos finalizaban. Si el animal no realizaba esta conducta ante ninguno
de los dos estimulos, la descarga terminaba después de los 10 segundos. Tras
varias asociaciones de ambos estimulos, el animal comenzaba a cruzar al
presentarse la luz (EC), antes de la aparicion del EI (shock), lo cual se considerd
una respuesta de evitacién; si el animal cruzaba cuando la descarga habia
comenzado se contabilizaba una respuesta de escape y si el animal no cruzaba,
ni durante el EC ni durante el EI, se registraba una no respuesta. Se registraron
también la latencia de respuesta (tiempo que el animal tardaba en realizar una
respuesta tanto de evitacion como de escape); €l niimero de cruces realizados en
el periodo de adaptacién y también los cruces en los intervalos entre ensayos
se consideraron un indice de la actividad de los sujetos (Aguilar y cols., 2004;
Torras-Garcia y cols., 2003). El nimero de bolos fecales también se tuvo en
cuenta toméndose como una medida de emocionalidad (Vinader-Caerols y cols.,

1996) (ver Figura 2-3 para todo el Procedimiento).

FARMACO

Los animales recibieron tratamiento farmacoldgico con nicotina [(-)-
Nicotine hydrogen di-(+)tartrate SALT] (SIGMA-Aldrich. Madrid). Las dosis
utilizadas fueron de 0,35 mg/kg y 0,175 mg/kg de nicotina en forma de base. El
grupo control recibié suero fisiologico. Todas las dosis fueron administradas
subcutdneamente (SC) en un volumen de 10 ml/kg, 15 minutos antes de la

ejecucion de la tarea durante los 5 dias de entrenamiento en el condicionamiento
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de evitacion activa. El pH de la nicotina se ajusto a 7 con hidréxido de sodio

(NaOH) (ver Figura 2-2).

N
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Figura 2-2: Procedimiento de administracion del farmaco
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Figura 2-3: Esquema del procedimiento seguido y los grupos experimentales resultantes.
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ANALISIS ESTADISTICOS

La complejidad del disefio de este experimento en el que intervienen hasta 4
factores en la adquisicién del condicionamiento de evitacién activa: (Alojamiento,
Tratamiento y Ansiedad como variables entre-sujeto y el factor Dia como variable
intra-sujeto) hubiera requerido un ANOVA mixto de medidas repetidas tomando
en consideraciéon los factores mencionados para cada una de las medidas
registradas en este experimento: evitaciones, escapes, no respuestas, latencia de
respuesta, n° de cruces en la adaptaciéon, n° de cruces en el ITI y n° de

defecaciones.

Ademas, el mismo tratamiento estadistico fue aplicado a una medida para
obtener el porcentaje real de aprendizaje, que calculamos aplicando la siguiente

formula:

Evitaciones/ (evitaciones + escapes + cruces en el I'TI) x 100

La medida obtenida corresponde al porcentaje de evitaciones realizadas en
la adquisicién de la tarea desde el n° total de respuestas posibles (evitaciones +

escapes+ cruces = 100%) (Vinader-Caerols y cols., 1996).

Debido a que durante el pre-test de agresion no se obtuvo un “n” suficiente
de animales agrupados con baja latencia de ataque (al igual que sucedié en
nuestro primer experimento), algunas de las comparaciones no podian realizarse.
Por esta razén, se emplearon 3 ANOVASs por separado para evaluar la adquisicién

del condicionamiento de evitacion activa:

1) ANOVA de medidas repetidas manteniendo el factor Alojamiento
constante (inicamente se consideraron los animales aislados): se analizaron
los factores Agresividad, Tratamiento y Dia. En este caso solo se tuvieron

en cuenta los animales aislados para observar las diferencias que
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correspondieran al nivel de agresividad, la administracién de nicotina y su

posible interaccion.

2) ANOVA de medidas repetidas manteniendo el factor Agresividad
constante (considerando unicamente los ratones LAL): se tuvieron en
cuenta los factores Alojamiento, Tratamiento y Dia, iinicamente en ratones
de larga latencia de ataque para conocer las diferencias entre aislados y
agrupados, los efectos del tratamiento de nicotina, asi como su posible

interaccion.

3) Por ultimo, realizamos un ANOVA mixto de medidas repetidas con el
factor Grupo como variable entre-sujeto y el factor Dia como variable intra-
sujeto. Este ANOVA proporcionara informacién acerca de las diferencias

entre los 9 grupos resultantes en el presente experimento.

En los casos necesarios, las comparaciones post-hoc pertinentes se

realizaron con la prueba estadistica Newman-Keuls o Tukey cuando se trata de

variables intra-sujeto y Sidak cuando es el caso de las variables entre-sujeto.
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2.2.- RESULTADOS

1) Evitaciones:

* En el primer ANOVA realizado comparando los animales aislados, el
factor Agresividad y el factor Tratamiento no resultaron significativos. Si lo fue el
factor Dia [F(4,220)=66,98; p<0.001]. Las pruebas post-hoc sefialan que los

animales aislados fueron realizando cada vez mas evitaciones hasta el dia 4.

* El segundo ANOVA comparando los LAL no encontramos diferencias
entre aislados y agrupados en las evitaciones realizadas, asi como tampoco entre
los tratamientos. Si hubo diferencias en las evitaciones segin el Dia
[F(4,216)=78,75; p<0.001] a medida que pasan los dias todos los animales
aprenden a evitar el choque eléctrico (ver Figura 2-5). Ninguna interaccidn resultd

significativa.

* En el ANOVA comparando los 9 grupos: el factor Grupo no fue
significativo pero al realizar comparaciones uno a uno si se apreciaron diferencias
en las evitaciones realizadas por los aislados de baja latencia de ataque tratados
con la dosis 1 de nicotina (AIS/SAL-NIC1) y los agrupados de alta latencia de
ataque tratados con suero fisiologico (AGR/LAL-VEH) (ver Figura 2-4). El factor
Dia [F(4,328)=104,72; p<0.001] si result6 significativo (ver Figura 2-5). Las
pruebas post-hoc muestran que en el dia 1 los animales realizaron menos
evitaciones que en el resto de dias. La interacciéon Grupo x Dia no alcanzé la

significacion estadistica.
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Figura 2-4: Media (#SEM) de las EVITACIONES realizadas durante la adquisicién del
condicionamiento de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su condicién de alojamiento y
en su nivel basal de agresion.

AIS/SAL-NIC1 AGRILAL-NIC1
AISISAL-NIC2 AGRILAL-NIC2
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25 25
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Figura 2-5: EVITACIONES realizadas durante los 5 dias de adquisicion del condicionamiento de
evitacion activa por los ratones NMRI aislados y por los agrupados.
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2) Escapes:

* El primer ANOVA realizado comparando los animales aislados no sefialé
diferencias segun los niveles de agresividad y tampoco segin el tratamiento. Si
las encontramos entre los dias [F(4,220)=19,98; p<0.001]. Las pruebas post-hoc

sefialan que los animales aislados van realizando menos escapes dia a dia.

* El segundo ANOVA comparando unicamente los grupos LAL, no mostrd
ninguna diferencia entre los ratones tratados con nicotina y suero; tampoco lo
hizo para aislados y agrupados. Si hubo diferencias en los escapes segin el Dia de
entrenamiento [F(4,216)=16,60; p<0.001]. Las pruebas post-hoc nos indicaron
que en el dia 2 los animales escapan mas del shock. A partir de entonces el

nimero va en descenso, ya que aumentaron las evitaciones (ver Figura 2-6).

* El ANOVA para los 9 grupos revel6 que el factor Grupo (ver Figura 2-6)
no fue significativo. El factor Dia [F(4,328)=24,48;, p>0,001] si lo fue y los
analisis post-hoc indican que durante los dos primeros dias los animales realizan

menos escapes que los posteriores (ver Figura 2-7).
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Figura 2-6: Media (+SEM) de los ESCAPES realizados en el condicionamiento de evitacion activa
en ratones NMRI que difieren en su condicion de alojamiento y en su nivel basal de agresion.

AGRJ/LAL-NIC1
AIS/SAL-NIC1

AIS/SAL-NIC2
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AGRUPADOS
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AGR/LAL-NIC2

Dias Dias

Figura 2-7: ESCAPES realizados durante los 5 dias de adquisicién del condicionamiento de
evitacion activa por los ratones NMRI aislados y por los agrupados.
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3) No respuestas:

* El ANOVA realizado comparando los animales aislados, no mostrd
diferencias segun los niveles de agresividad ni entre los tratamientos. Si las hallé
entre los dias [F(4,220)=46,17; p<0.001]. Las pruebas post-hoc sefialan que los
animales aislados realizaron mas conductas de respuesta activa que conductas de
inmovilidad al pasar los dias, aunque el descenso mas acusado fue del primer dia
(Media Dia 1=6,64) al segundo (Media Dia 2=2,90) (ver Figura 2-9).

* El ANOVA comparando los LAL, el factor Alojamiento y el factor
Tratamiento no resultaron significativos. Si hubo diferencias en los escapes segun
el Dia de adquisicién [F(4,216)=44,00; p<0.001]. Las pruebas post-hoc sefialaron
que en el dia 5 hubo una media de casi 9 no respuestas (Media Dia 1=8,75) y en
cambio el 1iltimo dia respondieron casi los 30 ensayos (Media Dia 5=0,83).

*En el ANOVA para los 9 grupos, el factor Grupo no result6 significativo
(ver Figura 2-8). Para el factor Dia si se encontraron diferencias significativas
[F(4,328)=60,07;, p<0.001] (Figura 2-9). Pruebas post-hoc indicaron que los
animales realizaron un mayor nimero de no respuestas el dia 1 que los otros dias
(p<0.05).
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Figura 2-8: Media (=zSEM) de las NO RESPUESTAS realizadas durante la adquisicion del
condicionamiento de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su condicion de alojamiento
y en su nivel basal de agresion.
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Figura 2-9: NO RESPUESTAS realizadas durante los 5 dias de adquisicién del condicionamiento de
evitacion activa por los ratones NMRI aislados y por los agrupados.
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4) Latencia de respuesta:

*En el ANOVA realizado comparando los animales aislados, no
encontramos diferencias en el tiempo empleado en responder a la prueba en
ratones aislados con distinto nivel de agresividad y tampoco debidas al
tratamiento farmacoldgico. Si las encontramos entre los dias [F(4,220)=86,24,
p<0.001]. Las pruebas post-hoc sefialan que los animales fueron disminuyendo su

latencia de respuesta a lo largo de los dias (ver Figura 2-11).

*En el ANOVA comparando los LAL, los animales tratados con ambas
dosis de nicotina o con vehiculo mostraron latencias de respuesta parecidas. Las
diferencias entre ratones aislados y agrupados de baja latencia de ataque no
fueron suficientes para alcanzar la significacion estadistica. El Dia de
entrenamiento [F(4,216)=91,48; p<0.001] resulto significativo. Las pruebas post-
hoc indicaron que hubo un descenso progresivo del tiempo que los animales
tardaron en realizar una conducta de escape o evitacion a medida que pasaron los

dias.

*El ANOVA para los 9 grupos indicé que todos los grupos mostraron
latencias de respuesta similares (ver Figura 2-10). El factor Dia si resultd
significativo [F(4,328)=126,62; p<0.001]. Las pruebas post-hoc sefialan que la
latencia de respuesta fue disminuyendo progresivamente a medida que pasaron

los dias (ver Figura 2-11).
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Figura 2-10: Media (+SEM) de la LATENCIA DE RESPUESTA durante la adquisicion del
condicionamiento de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su condicion de alojamiento
y en su nivel basal de agresion
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Dias Dias

Figura 2-11: LATENCIA DE RESPUESTA durante los 5 dias de adquisicién del condicionamiento
de evitacion activa por los ratones NMRI aislados y por los agrupados.
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5) Cruces en la adaptacién:

* El primer ANOVA realizado comparando los animales aislados sefialo que
el factor Agresividad resulto significativo [F(2,55)=10,37; p<0.05]; las diferencias
sefialan un mayor nimero de cruces de los animales de baja latencia (Media
SAL=20,46) en comparacién con los de larga (Media LAL=17,58). La interaccién
Tratamiento x Agresion también resulté significativa [F(2,55)=4,27; p<0.02].
Pruebas post-hoc sefialan diferencias en la condicion Nicotina 1: los animales de
corta latencia de ataque realizaron mas cruces que los de larga latencia de ataque.
También los dias se diferenciaron entre ellos [F(4,220)=32,30; p<0.001]. Las
comparaciones a posteriori sefialaron que los aislados fueron disminuyendo

progresivamente el niimero de cruces hasta el pentltimo dia (ver Figura 2-13).

*En el segundo ANOVA comparando los LAL, los animales tratados con
nicotina (ambas dosis) o con vehiculo mostraron un niumero de cruces similar.
Entre ratones aislados y agrupados el ANOVA si sefialé diferencias
[F(1,54)=4,02; p<0.05]. Los aislados (Media=17,58) realizaron mds cruces que
los agrupados (Media=15,35). También encontramos diferencias segliin el Dia
[F(4,216)=21,77; p<0.001]; los animales cruzaron progresivamente mas veces
desde el primer dia (Media Dia 1=11,68) hasta el cuarto (Media Dia 4=18,98).

*El ANOVA para los 9 grupos mostré que el factor Grupo resultd
significativo [F(8,82)=4,56; p<0.001]. Las pruebas post-hoc de Newman —Keuls
indican que los animales del grupo AIS/SAL-NIC1 realizaron significativamente
un mayor nimero de cruces que los animales de los grupos AIS/LAL-NICI,
AGR/LAL-NIC1, AGR/LAL-NIC2 y AGR/LAL-VEH (ver Figura 2-12). El
factor Dia [F(4,328)=39,04; p<0.001] tambiéh result6 significativo; las pruebas a
posteriori sefialaron que el primer dia los animales cruzaron menos veces que el
resto de los dias, aunque a partir del segundo dia ya no se apreciaron diferencias

(ver Figura 2-13).
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Figura 2-12: Media (+SEM) los CRUCES DURANTE LA ADAPTACION realizados durante la
adquisicion del condicionamiento de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su condicion
de alojamiento y en su nivel basal de agresion.
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Figura 2-13: CRUCES EN LA ADAPTACION durante los 5 dias de adquisicién del
condicionamiento de evitacion activa por los ratones NMRI aislados y por los agrupados.
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6) Cruces ITI:

* El ANOVA realizado comparando los animales aislados indic6 que el
factor Agresividad fue significativo [F(2,55)=7,91; p<0.05]: los animales SAL
(Media SAL=43,78) cruzaron mas que los LAL (Media LAL=32,73). La
interaccién Tratamiento x Agresion también result6 significativa [F(2,55)=3,98;
p<0.05]. Las pruebas post-hoc sefialan diferencias en la condicién Nicotina 1: los
animales de corta latencia de ataque (SAL) realizaron mas cruces que los de larga
latencia de ataque (LAL). También el factor Dia resulté significativo
[F(4,220)=8,74; p<0.001], el nimero de cruces fue aumentando progresivamente
(Media Dia 1=30,57) hasta el ultimo dia de entrenamiento (Media Dia 5=43,97)
(ver Figura 2-5).

*El ANOVA comparando los LAL no sefialé diferencias entre los tres
tratamientos. Entre ratones aislados y agrupados de baja latencia de ataque, el
ANOVA seiial6 diferencias [F(1,54)=5,85; p<0.02]. Los aislados (Media=37,73)
realizaron mas cruces que los agrupados (Media=26,64). También encontramos
diferencias segin el Dia [F(4,216)=21,77; p<0.001]: los animales realizaron
progresivamente mas cruces desde el dia 1 (Media Dia 1=26,25) hasta el cuarto
dia (Media Dia 4= 32,11).

*En el ANOVA para los 9 grupos el factor Grupo resulté significativo
[F(8,82)=5,40; p<0.001]. Las pruebas post-hoc de Newman-Keuls indicaron que
los animales de los grupos AIS/SAL-NIC1 y AIS/SAL-VEH realizaron
significativamente un mayor niimero de cruces que los animales de los grupos
AIS/LAL-NIC1, AGR/LAL-NIC1, AGR/LAL-NIC2 y AGR/LAL-VEH (ver
Figura 2-14) El factor Dia [F(4,328)=12,36; p<0.001] también result6
significativo; las pruebas a posteriori sefialaron que los animales van cruzando
progresivamente mds veces entre ensayos con ¢l paso del tiempo (ver Figura 2-

15).
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Figura 2-14: Media (+SEM) de los CRUCES en el ITI realizados durante la adquisicion del
condicionamiento de evitacion activa por ratones NMRI que difieren en su condicion de alojamiento y

en su nivel basal de agresion.
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Figura 2-15: CRUCES en el ITI durante los 5 dias de adquisicién del condicionamiento de evitacién
activa por los ratones NMRI aislados y por los agrupados.
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7) Defecaciones:

* El ANOVA comparando los animales aislados indic6 que todos los

animales aislados mostraron un numero de defecaciones similar (ver Figura 2-16).

*El ANOVA comparando unicamente los LAL, no sefial6 diferencias en las
defecaciones, en el Tratamiento ni en el factor Agresividad; si las hubo en el
factor Dia [F(4,216)=3,96; p<0.05]; las pruebas post-hoc sefialaron que el primer

dia los animales se mostraron mas emocionales que el resto de los dias.

*El ANOVA para los 9 grupos no mostrd diferencias en esta medida (ver
Figura 2-16). El factor Dia en cambio resulté significativo [F(4,328)=2,54;
p<0.05]. Sin embargo, las pruebas post-hoc no sefialaron ninguna diferencia entre

los dias (ver Figura 2-17).
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Figura 2-16: Media (+SEM) de las DEFECACIONES durante la adquisicion del condicionamiento
de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su condicion de alojamiento y en su nivel basal
de aeresion.
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Figura 2-17: DEFECACIONES durante los 5 dias de adquisicion del condicionamiento de evitacion
activa por los ratones NMRI aislados y por los agrupados.
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8) Férmula de aprendizaje: como hemos indicado previamente este dato
es el resultado de la siguiente formula para obtener una medida ponderada del

aprendizaje real:

Evitaciones/ (evitaciones + escapes + cruces en el ITT) x 100

*El ANOVA comparando los animales aislados, sefiald que para el factor
Dia [F(4,220)=45,56; p<0.001] habia diferencias significativas. Las
comparaciones post-hoc sefialaron que la progresion del aprendizaje fue

incrementandose hasta el tercer dia (ver Figura 2-19).

La interaccion Dia x Agresividad [F(4,220)=4,66; p<0.002] fue significativa
también; las pruebas post-hoc mostraron que el dia 4 (p<0.05) y el dia 5 (p<0.01)
hubo diferencias en la tasa de aprendizaje entre ratones SAL y LAL , mostrando

los LAL un mayor aprendizaje.
La interaccion Dia x Agresividad x Tratamiento [F(8,220)=2,99; p<0.05]
alcanzé la significacion estadistica. Los andlisis por separado para cada

tratamiento sefialaron que:

v" Enla ‘Condicién Nicotina 0,35mg/kg’ los ratones de larga latencia de

ataque (Media LAL.=39,16%) se diferenciaron significativamente de
los de corta latencia (Media SAL=25,74%) tinicamente el tltimo dia
del test

v" En la ‘Condicién Nicotina 0,175 mg/kg’ no hubo diferencias entre

ratones SAL y LAL ninguno de los 5 dias de entrenamiento.

v En la ‘Condicién Vehiculo’ los ratones LAL mostraron

significativamente mayor tasa de aprendizaje que los SAL en el dia 4
(Media LAL=35,83%; Media SAL=24,19%) y en el dia 5 (Media
LAL=36,89%; Media SAL=22,69%) (ver Figura 2-18).
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*El segundo ANOVA comparando los LAL indicé que el tratamiento y la
agresividad no resultaron significativos; si lo fue el factor Dia [F(4,216)=50,48;
p<0.001]; las pruebas post-hoc sefialaron que cada dia los animales tuvieron una

tasa de aprendizaje mayor que el dia anterior.

*El ANOVA para los 9 grupos no mostré que hubiera diferencias entre los
grupos en esta medida (ver Figura 2-18). El factor Dia resultd significativo
[F(4,328)=65,76; p<0.001] asi como la interaccién Grupo x Dia [F(32,328)=1,76;
p<0.01]. Las pruebas post-hoc indicaron que los animales fueron aprendiendo un
progresivamente hasta el dia 4. Las pruebas post-hoc respecto a la interaccion
sefialaron diferencias entre los grupos el ultimo dia: el grupo AGR/LAL-NIC1
(Media=42,14%) obtuvo una tasa de aprendizaje significativamente mayor que el
grupo AIS/SAL-VEH (Media=22,69%) (ver Figura 2-19).
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Figura 2-18: Media (:SEM) del % de APRENDIZAIJE logrado por los ratones NMRI que difieren en
su condicion de alojamiento y en su nivel basal de agresion. El % de aprendizaje es el resultado de la
siguiente formula: [n° de evitaciones/ (n° evitaciones + n° de escapes + n° cruces ITI) x 100].

AIS/SAL-NIC1 AGR/LAL-NIC1
—A— AIS/SAL-NIC2 _AGR/LAL-NIC2
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< 20
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Figura 2-19: Evolucién del APRENDIZAJE durante los 5 dias de adquisicion del condicionamiento de
evitacion activa por los ratones NMRI aislados y agrupados.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS (ver Tabla 2-2).

1) Comparacion entre ratones aislados SAL y LAL (ver Tabla 2-3):

v' Los ratones SAL realizaron mas cruces que los animales LAL
tanto en el periodo de adaptaciéon como en el ITI.

v Al analizar el aprendizaje real para cada condicién de tratamiento,
los ratones LAL mostraron mejor aprendizaje que los SAL: en el grupo
control esta diferencia fue significativa el cuarto y quinto dia; y en el
grupo tratado con la dosis mas alta de nicotina Ginicamente el quinto dia
de entrenamiento.

v La medida de aprendizaje real, las evitaciones, los cruces en
adaptacién y los cruces en el ITI fueron aumentando con el paso de los
dias. En cambio, los escapes, no respuestas y la latencia de respuesta

disminuyeron con el entrenamiento en la tarea.

2) Comparacioén entre ratones LAL aislados y agrupados (ver Tabla 2-4):

v Los animales aislados realizaron mas cruces que los agrupados
durante el periodo de adaptacion y durante el ITI.

v El factor Tratamiento no tuvo efectos significativos en la tarea de
evitacion activa.

v' La medida del aprendizaje real, las evitaciones, los cruces en
adaptacion y los cruces en el ITI fueron aumentando con el paso de los
dias. Los escapes, no respuestas, la latencia de respuesta y las

defecaciones disminuyeron con el entrenamiento en la tarea.
3) Comparacién entre los 9 grupos (ver Tabla 2-5):
v' El grupo AIS/SAL-NICI realizé significativamente mis cruces

durante el periodo de adaptacién que el grupo AIS/LAL-NIC1 y que
todos los agrupados (de los 3 tratamientos).
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v" Los grupos de AIS/SAL-NIC y VEH realizaron significativamente
un mayor numero de cruces en el ITI que los AIS/LAL-NIC1 y que los
tres grupos de ratones agrupados.

v" Con el paso de los dias fueron en aumento la medida de
aprendizaje real, las evitaciones y los cruces tanto en la adaptacién
como entre ensayos. Disminuyeron los escapes, las no respuestas, la
latencia de respuesta y las defecaciones.

v"  El grupo AGR/LAL-NIC1 (Media=42,14%) adquiri6 la tarea de
condicionamiento de evitacion activa significativamente mejor que el

grupo AIS/SAL-NIC1 (Media=22,69%)
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TABLA 2-2 : Efectos diferenciales del Alojamiento (AISLADO O AGRUPADO), del nivel de Agresividad (SAL o LAL) y del Tratamiento
(NICOTINA 0.35 mg/kg, NICOTINA 0,175 mg/kg o VEHICULO) en el condicionamiento de evitacién activa en ratones macho NMRI.

GRUPOS AIS/SAL-NIC1
Medidas

% Aprendizaje 24,69 +2,15
Evitaciones 18,84+ 1,13
Escapes 8,38+ 1,01
No respuestas 2,78+1,05
Latencia de Respuesta 8,37 +0,57
Cruces Adaptacion 21,95+ 1,17
Cruces ITI 50,15 +3,94
Defecaciones 2,73+ 0,34
Peso 41,14+ 1,04

AIS/SAL-NIC2

27,51 + 2,25
16,60+ 1,18
11,16+ 1,06
224+ 1,10
9,34 £ 0,60
19,86 £ 1,23
32,14 +4,14
2,18 £ 0,36

42,25+ 1,10

Aislados

AIS/SAL-VEH  AIS/LAL-NIC1 AIS/LAL-NIC2

22,22 + 225
16,18 £1,18
10,28 £ 1,06
3,54+ 1,10
9,56 + 0,60
19,58 £1,23
46,08 £4,14
3,44 £ 0,36

42,77 £ 1,10

29,54 £ 2,25

16,16+ 1,18

10,88 +1,06

2,96 1,10

9,56+ 0,60

15,76 + 13

28,18 + 4,14

2,06+0,36

41,06 = 1,10

26,38+ 2,25
16,24+ 1,18
10,74 £1,06
3,02+ 1,10
9,48 +0,60
20,04+ 13
34,78 4,17
2,38 £0,36

40,50 = 1,10

AIS/LAL-VEH

27,69 = 2,25

16,86 £1,18

11,14+ 1,06

1,94 1,10

9,06+0,60

16,94+ 1,23

35,24 £4,14

2,44+ 0,36

39,58+ 1,10

AGR/LAL-NIC1 AGR/LAL-NIC2 AGR/LAI"VEH

31,08+ 2,25
15,60+ 1,18
9,90 £1,06
4,50 £1,10
9,75+ 0,60
14,64+ 13
23,28+ 4,14
2,02 £ 0,36

41,59 +1,10

Agrupados

28,25 + 2,25
15,14 +1,18
11,28+ 1,06
3,58+ 1,10
9,78 = 0,60
16,06 +1,23
26,64+ 4,14
1,98 = 0,36

41,07+ 1,10

25,50+ 2 3
13,40+ 1,18
12,64 +1,06
3,96+1,10
10,36 0,60
15,36 1,23
24,02+ 4,14
1,8220,36

40,67 £1,10

Los datos se presentan como los valores de la MEDIA + SEM (error estandar de la media). La medida presentada como el % de aprendizaje corresponde al resultado de la
siguiente operacion: [(n° de evitaciones / (n° de evitaciones + n° de escapes + n° cruces ITI) x 100]
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TABLA 2-3: Efectos de la Agresividad (SAL/ LAL), el Tratamiento (NICOTINA 0,35y 0,175 mg/kg y VEHICULO) y de su interaccién en el
condicionamiento en ratones macho NMRI AISLADOS. La medida presentada como % de aprendizaje corresponde al resultado de la siguiente
operacion: [n° evitaciones / (n° de evitaciones + n° de escapes + n° cruces ITI) x 100].

FACTORES

Factores entre-sujeto Factores intra-sujeto

AGRESIVIDAD (A) TRATAMIENTO (T) AxT DIA Dx A DxT Dx AxT

F(1,55) F (2, 55) F (2, 55) F (4, 220) F (4,220) F (8,220) F (8, 220)

Medidas
%Aprendizaje 3,41 (NS) 0,69 (NS) 1,59 (NS) 45,56 (.001) 4,66 (.002) 1,25 (NS) 2,99 (.005)
Evitaciones 1,13 (NS) 0,88 (NS) 1,83 (NS) 66,98 (.001) 1,40 (NS) 0,75 (NS) 1,91 (NS)
Escapes 2,55 (NS) 1,77 (NS) 1,91 (NS) 19,98 (.001) 1,07 (NS) 1,07 (NS) 1,33 (NS)
No respuestas 0,10 (NS) 0,43 (NS) 1,10 (NS) 46,17 (.001) 2,64 (.05) 0,81 (NS) 0,73 (NS)
Latencia de Respuesta 0,49 (NS) 0,48 (NS) 1,59 (NS) 86,24 (.001) 2,05 (NS) 0,88 (NS) 1,75 (NS)
Cruces Adaptacion 10,37 (.005) 1,20 (NS) 4,27 (.02) 32,30 (.001) 1,00 (NS) 1,27 (NS) 1,60 (NS)
Cruces ITI 7,91 (.01) 1,48 (NS) 3,98 (.05) 8,74 (.001) 1,21 (NS) 0,73 (NS) 0,76 (NS)

Defecaciones 2,30 (NS) 1,58 (NS) 1,21 (NS) 1,70 (NS) 2,29 (NS) 0,68 (NS) 0,95 (NS)
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TABLA 2-4: Efectos del Alojamiento (AISLADO/AGRUPADO), del Tratamiento (NICOTINA 0,35 y 0,175 mg/kg yVEHiCULO), y de
su interaccion en el condicionamiento de evitacion activa en ratones NMRI clasificados como LAL. La medida presentada como % de
aprendizaje corresponde al resultado de la siguiente operacion: [n° de evitaciones / (n° evitaciones + n° de escapes + n° cruces ITI) x 100]

FACTORES

Factores entre-sujeto Factores intra-sujeto

ALOJAMIENTO (H) TRATAMIENTO (T) HxT DIA DxH DxT DxHxT

F,54) F (2, 54) F (2, 54) F (4,216) F4,216) F(8,216) F (8, 216)

Medidas
% Aprendizaje 0,03 (NS) 1,18 (NS) 0,38 (NS) 50,48 (.001) 0,91 (NS) 0,77 (NS) 0,50 (NS)
Evitaciones 2,76 (NS) 1,19 (NS) 0,75 (NS) 78,75 (.001) 0,71 (NS) 1,25 (NS) 0,28 (NS)
Escapes 0,13 (NS) 0,83 (NS) 0,57 (NS) 16,60 (.001) 1,19 (NS) 1,61 (NS) 0,64 (NS)
No respuestas 2,00 (NS) 0,21 (NS) 0,19 (NS) 44,00 (.001) 1,00 (NS) 1,33 (NS) 0,60 (NS)
Latencia de Respuesta 1,33 (NS) 0,01 (NS) 0,46 (NS) 91,48 (.001) 0,37 (NS) 1,16 (NS) 0,32 (NS)
Cruces Adaptacion 4,02 (.05) 2,28 (NS) 0,63 (NS) 21,77 (.001) 1,03 (NS) 1,18 (NS) 0,64 (NS)
CrucesITI 5,85 (.02) 0,81 (NS) 0,29 (NS) 6,84 (.001) 0,08(NS) 0,56 (NS) 0,26 (NS)
Defecaciones 1,54 (NS) 0,83 (NS) 0,35 (NS) 3,96 (.05) 0,85 (NS) 0,72 (NS) 1,00 (NS)
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TABLA 2-5 : Resumen de los resultados de los analisis estadisticos para los 9 grupos en la prueba de
condicionamiento de evitacion activa en ratones macho NMRI clasificados segin su nivel de Agresion.. La medida
presentada como el % de aprendizaje corresponde al resultado de la siguiente operacion: [n° evitaciones / ( n° de
evitaciones + n° de escapes + n° cruces ITI) x 100].

FACTORES

Medidas

% Aprendizaje
Evitaciones

Escapes

No respuestas
Latencia de Respuesta
Cruces Adaptacion
Cruces ITI

Defecaciones

Entre-sujetos Intra-sujetos
GRUPO DIiA

F (8, 82) F (4, 328)

1,39 (NS) 65,76 (.001)
1,57 (NS) 104,72 (.001)
1,26 (NS) 24,48 (.01)
0,55 (NS) 60,07 (.001)
0,86 (NS) 1,26 (.001)
4,56 (.001) 42,57 (.001)
5,40 (.001) 12,36 (.001)

1,96 (NS) 2,54 (.05)

GRUPO x DIiA
F (32, 328)

1,76 (.01)
1,11(NS)

1,22 (NS)
1,37 (NS)
1,21 (NS)
1,20 (NS)
0,84 (NS)

0,90 (NS)
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2.3.- DISCUSION

Efectos de las condiciones de alojamiento, el nivel de agresividad y la
administracion de nicotina en la adquisicion del condicionamiento de

evitacion activa.

El aprendizaje de evitaciébn es una forma relativamente compleja de
aprendizaje (Heyser y cols., 1999) que podria verse influida por las condiciones
ambientales (Essman, 1971). Se ha demostrado que los ratones aislados muestran
generalmente un incremento de la reactividad conductual a lo que normalmente
seria una estimulacion moderada y no amenazante (Gendreau y cols., 2000). Se
podria sugerir que en la tarea de evitacion activa ello implicaria que los ratones
reaccionaran de forma més contundente a la presentacion del shock. En el
presente experimento, sin embargo, no existieron diferencias significativas entre
ratones aislados y agrupados en el numero de evitaciones que ejecutaron durante
la tarea de evitacidn activa. Sin embargo, observamos que cuando aplicamos la
formula de aprendizaje real, la diferencia que resultdé mas significativa fue que
uno de los grupos de ratones mantenidos en la condicion de agrupado mostré un
mejor indice de aprendizaje al final de las sesiones de entrenamiento (dia 5) que
los ratones aislados. Esta facilitacion de la evitacion observada en el grupo
AGR/LAL-NIC1, en comparacion con uno de los grupos de ratones que habian
permanecido alojados individualmente (AIS/SAL-VEH), no parece estar
directamente relacionada con cambios en la actividad motora dado que no se
obtuvieron diferencias entre estos dos grupos en las medidas indirectas de
locomocién registradas durante el condicionamiento en la shuttle-box (cruces

durante los ITI y cruces durante el periodo de adaptacién).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio estdin de acuerdo con
investigaciones previas sobre los efectos del aislamiento social en ratones en otras
tareas de aprendizaje como el laberinto de agua (Couderau y cols., 1997b;

Schrijver y cols., 2002) en los cuales no se observaron diferencias claras respecto
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a la tasa de adquisicion de la tarea entre ratones aislados y agrupados. Los
hallazgos actuales, sin embargo, contrastan con la mejora del aprendizaje espacial
en ratas (tanto en el aprendizaje de lugar como en el aprendizaje inverso) en el
laberinto de agua de Morris (Wongwitdecha y Marsden, 1996a) y en la
adquisiciéon de una tarea de aprendizaje discriminativo (Harmer y Phillips,
1998b). En otras tareas se ha observado incluso un empeoramiento en el
aprendizaje tras el aislamiento social. Por ejemplo, ratas criadas en condiciones
de privacion social temprana muestran deterioros en la memoria de trabajo
evaluada en el laberinto radial (Einon, 1980; Juraska y cols., 1984). Las razones
para estas discrepancias respecto a los efectos del aislamiento social en diferentes
situaciones de aprendizaje podrian estar relacionadas con la tarea requerida a los
animales. Las ratas criadas en aislamiento, en general, son mas reactivas a la
novedad (Robbins y cols., 1996; Hall, 1998, Schrijver y cols., 2002), pero
también se ha sugerido que dependiendo de los requerimientos concretos del test,
la competicion conductual entre el incremento de las tendencias exploratorias y la
hiperactividad general podria llevar a resultados conflictivos (Hall, 1998). En el
estudio aqui presentado es posible que dicho conflicto pueda influir sobre los
resultados obtenidos en la tarea de evitacion activa. De hecho nuestros resultados
indican diferencias entre animales aislados y agrupados en el nimero de cruces de
adaptacién y cruces ITI confirmando que los ratones aislados tienden a ser mas
activos y a reaccionar con mayor fuerza a los nuevos ambientes que los animales
criados en condiciones sociales de alojamiento en grupo (Hilaviki y cols., 1989;

Gariépy y cols., 1995, Moragrega y cols., 2002).

En estudios anteriores, se ha informado que en un paradigma intruso-
residente los ratones derrotados muestran mas conductas de miedo asi como un
mayor indice de respuestas de evitacion activa y pasiva. Al mismo tiempo, estos
animales presentan menor actividad exploratoria (Lumley y cols., 2000). Se ha
hipotetizado que las diferencias individuales en agresion estan relacionadas con
diferentes estrategias de afrontamiento frente a los cambios ambientales (Benus y
cols., 1991b; Sandnabba, 1995). De hecho, las diferencias en latencia de ataque

se consideran actualmente como parte de una distincion mas general en la
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estrategia conductual de los roedores hacia los cambios ambientales pudiendo
reflejar una capacidad diferencial para adaptarse a dichas variaciones en el
ambiente (de Boer y cols., 2003). De acuerdo con estas observaciones, podria
esperarse que cuando se adquiere una tarea compleja como la evitacioén activa se
pongan de manifiesto patrones divergentes de ejecucién dependiendo del nivel
basal de agresividad. En este sentido, se ha sugerido que los ratones mas
agresivos responderdn mas activamente a los cambios sociales y no sociales que
los animales con menor nivel de agresividad. Podria hipotetizarse, ademas, que
dichas diferencias seran mas obvias en las tareas que impliquen un mayor desafio
y complejidad. Existe, sin embargo, poca informacién disponible acerca de la
posible influencia del alojamiento diferencial y del nivel de agresividad sobre la
ejecucion de tareas de condicionamiento en la shuttle-box. En el presente estudio,
observamos que hay diferencias entre los ratones SAL (con corta latencia de
ataque) y LAL (con larga latencia de ataque) en algunas de las medidas obtenidas
en tareas de condicionamiento (cruces de adaptacién y cruces ITI), aunque podria
discutirse si dichas diferencias se explican principalmente por la diferente
actividad motora en ambos grupos de ratones. Nuestros datos también indican que
la ejecucion de estos dos grupos de ratones aislados (SAL y LAL) considerados
globalmente no se distinguian de forma significativa en otras medidas de
aprendizaje evaluadas en el presente estudio (nimero de escapes, numero de
evitaciones, latencia de respuesta y medida del aprendizaje real). Sin embargo,
cuando se analiz6 1a adquisicion de estos animales a lo largo de los dias aparecen
algunas diferencias que se ponen especialmente de manifiesto cuando aplicamos
la formula de aprendizaje real que intenta corregir posibles efectos de las
diferencias en actividad motora. Esta formula indica que en los ultimos dias de
entrenamiento en la tarea los ratones aislados con larga latencia de ataque (LAL)
mostrarian un mejor aprendizaje que los que presentaban corta latencia de ataque
(SAL). Estas diferencias alcanzan la significacién estadistica tanto en el grupo
control (dias 4 y 5 de entrenamiento) como en el grupo tratado con la dosis mas

alta de nicotina (dia 5 de entrenamiento).
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Se ha sugerido que la linea base conductual podria ser un factor critico

para determinar la respuesta a la administracion de farmacos (Rodgers y Cole,
| 1993). De hecho, los animales que difieren en estilo de afrontamiento podrian
mostrar también reacciones diferenciales a los tratamientos farmacolégicos. Asi,
se ha demostrado recientemente que el antidepresivo bupropién y algunos
antagonistas dopaminérgicos pueden afectar de manera sustancialmente distinta
la conducta agresiva en ratones con niveles altos y bajos de agresividad (Felip y
cols., 2001; Redolat y cols., 2005). El experimento aqui presentado es el primer
estudio que compara la conducta de ratones agresivos y no agresivos en respuesta
a la administracién de nicotina durante el condicionamiento de evitacién activa.
Nuestros resultados parecen apoyar una sensibilidad diferencial al tratamiento con
nicotina en ratones de distinto nivel de agresividad, aunque estas diferencias
fueron especialmente evidentes en las medidas indirectas de actividad motora
obtenidas durante la ejecucion de la tarea (cruces de adaptacion y cruces ITI). Es
importante también considerar el posible significado de estos cambios en la
conducta motora durante la ejecucion de la tarea de evitacion activa. Estudios
recientes sugieren que los cruces realizados por los animales durante los
intervalos entre ensayos podrian representar una parte importante del repertorio
conductual de los ratones durante en entrenamiento en la caja de escape-evitacién
(Aguilar y cols., 2004). En nuestro estudio observamos que los ratones mas
agresivos (SAL) mostraron mayor nimero de cruces tanto durante el periodo de
adaptacion como durante los ITI que los ratones con bajo nivel de agresividad
(LAL), lo que podria estar indicando una mayor actividad motora en los primeros.
Por ello, los datos obtenidos en este experimento concuerdan con investigaciones
previas en las que se ha observado mayor reactividad motora de los ratones
agresivos en un tambor de actividad (Lagerspetz, 1964) y en el test de campo
abierto (Lagerspetz, 1964; Selander y Kvist, 1991; Benus y Rondigs, 1997). Estos
resultados podrian interpretarse, como se ha sugerido previamente, teniendo en
cuenta que la conducta agresiva contiene mas elementos de actividad motora
(Sandnabba, 1996), aunque se ha sefialado que en diversas situaciones (por

ejemplo en una tarea de inversion en un laberinto en Y o en la inversion del ciclo
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luz/oscuridad) los ratones LAL ajustan su conducta mas facilmente a los cambios

del ambiente que los ratones SAL (Benus y Rondigs, 1997).

Uno de los objetivos del presente estudio fue evaluar la influencia de los
factores sociales sobre los efectos conductuales de la nicotina en el
condicionamiento de evitacion activa. No observamos, sin embargo, diferencias
en los efectos de la nicotina entre ratones aislados y agrupados en ninguna de las
medidas de aprendizaje consideradas (nimero de evitaciones, escapes y no
respuestas). Los efectos de la nicotina sobre las tareas de aprendizaje son
conflictivos puesto que en algunos estudios se observa que la nicotina no tiene
efectos claros sobre el aprendizaje de la tarea de evitacion activa (Gilliam y
Schelsinger, 1985), mientras otras investigaciones sugieren una mejora del
condicionamiento tras la administracién de dosis bajas de esta sustancia (menores
de 0.5 mg/kg) (Evangelista y cols., 1970; Erickson, 1971; Orsinguer y Fulginiti,
1973). En ratas macho, la nicotina indujo un aumento dosis-dependiente de la
ejecucion en una tarea de evitacion activa, aunque se observo una interaccion con
el sexo de los animales, puesto que la nicotina a dosis bajas mejoro la ejecucion
en machos y hembras; a dosis altas, aunque los efectos positivos en machos
persistieron, se observé un deterioro de la ejecucion en las hembras (Yilmaz y
cols., 1997). Algunos autores también han mostrado deterioro tras la
administracién de nicotina. En las crias de ratas que habian sido tratadas con
nicotina durante la gestacidn se observo que la nicotina mejoro la ejecucion en las
crias hembra pero la deterioré en machos (Genedani y cols., 1983). En un estudio
mds reciente, la administracién prenatal de nicotina deteriord la ejecucion de la
tarea de evitacion activa tanto en machos como en hembras (Vaglenova y cols.,
2004). Essman (1971) también inform6 que el tratamiento con nicotina antes del
entrenamiento mejoraba la evitacion activa en ratones aislados pero la empeoraba

en los que habian permanecido alojados en grupo.
En nuestro estudio, la nicotina no indujo una mejor ejecucion de la tarea

de evitacion activa. Ello podria estar relacionado con el hecho de que, en general,

los ratones evaluados presentaron un nivel bajo de conductas de evitacién. Se
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observaron, sin embargo, algunas interacciones interesantes entre las condiciones
de alojamiento y el grupo de tratamiento. Tal como hemos expuesto
anteriormente, la medida del aprendizaje real de los animales tras aplicar la
formula que corrige posibles influencias de la actividad motora, indicé que el
grupo AGR/LAL/NIC-1 mejor6 su aprendizaje en comparaciéon con el grupo
AIS/SAL-VEH, sugiriendo que las diferencias observadas entre grupos de ratones
con distinto nivel de agresividad no se deben tnicamente a un diferente nivel de
actividad motora. En otras investigaciones previas, también se ha indicado que los
efectos de la nicotina podrian variar segin las condiciones de alojamiento de los
animales. Por ejemplo, Scheufele y colaboradores (2000) encontraron que la
nicotina disminuydé las conductas sociales e incrementé las conductas
relacionadas con la ansiedad en ratas agrupadas pero tuvo efectos mucho menores
en ratas alojadas individualmente. En el presente estudio, los efectos de la
nicotina se reflejaron principalmente como interacciones con el nivel de
agresividad. Por ello, nuestros resultados sugeririan que el nivel basal de
agresividad de los animales podria modular la adquisicién de una tarea de

evitacion activa.

En suma, podemos afirmar que el aislamiento social afecta la ejecucion de
la tarea del condicionamiento de evitacién activa. Ademas, las condiciones de
alojamiento interaccionan con el nivel de agresividad en algunas de las medidas
obtenidas, aunque dicho nivel de agresividad influye fundamentalmente sobre la

actividad motora mostrada por los animales en la caja de escape-evitacion.
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ESTUDIO 2: EFECTOS DEL
DE LA NICOTINA SOBRE EL
APRENDIZAJE EN
RATONES NMRI QUE
DIFIEREN EN EL NIVEL DE
ANSIEDAD






Introduccion Experimentos IIl y 1V

INTRODUCCION A LOS EXPERIMENTOS III y IV: “4APRENDIZAJE
ESPACIAL Y EVITACION ACTIVA EN RATONES NMRI QUE DIFIEREN
EN EL NIVEL DE ANSIEDAD: EFECTOS DE LAS CONDICIONES DE
ALOJAMIENTO Y DE LA ADMINISTRACION DE NICOTINA”.

Se ha demostrado que las condiciones de alojamiento pueden inducir
cambios tanto en el nivel de ansiedad de los animales como en su capacidad de
aprendizaje (Da Silva y cols., 1996; Rebougas y Schmidek, 1997; Lapiz y cols.,
2001). Es bien conocido también que la experiencia social temprana modifica los
efectos conductuales de determinados firmacos en animales (Katz y Steinberg,
1972; Valzelli y cols., 1977). Por ejemplo, se ha comprobado que las distintas
condiciones de alojamiento pueden interaccionar con efectos tanto ansioliticos
como ansidgenos de diferentes distintos tratamientos farmacolégicos (Da Silva y

cols., 1996; Vale y Montgomery 1997).

Los estudios respecto a las consecuencias del aislamiento social,
particularmente aquellos relacionados con paradigmas de ansiedad, han mostrado
resultados contradictorios. Algunos autores han sugerido que las ratas criadas en
condiciones de aislamiento social son mas emocionales que las alojadas en grupos
pequefios (Gamallo y cols., 1986; Wright y cols., 1991). En el laberinto elevado
en forma de cruz, el aislamiento parece inducir efectos ansidégenos, ya que los
animales aislados pasan menos tiempo en los brazos abiertos del laberinto que los
que habian permanecido alojados en grupo (Morinan y Parker, 1985; Wright y
cols., 1991; Haller y Halasz, 1999). Sin embargo, también hay evidencias de
resultados contradictorios (Gentsch y cols., 1988; Fone y cols., 1996).

La influencia de los factores emocionales, especialmente aquellos
relacionados con la ansiedad, en la ejecucion de diferentes tareas de aprendizaje
ha sido escasamente evaluada. La utilizacién de animales de diferentes niveles de
ansiedad podria ser un modelo animal 1til para el estudio de 1a neurobiologia de la
ansiedad y de los mecanismos de accién de los compuestos ansioliticos (Liebsch y
cols., 1998; Henninger y cols., 2000). El laberinto elevado es un modelo animal

ampliamente utilizado en la evaluaciéon de la conducta de ansiedad y en la
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comprobacion de efectos potencialmente ansioliticos o ansidgenos de diversos
farmacos o tratamientos (Pellow y cols., 1985; Lister, 1987; Rodgers y Cole,
1993), por lo que diferentes autores han utilizado este modelo para evaluar la
relacion entre nivel de ansiedad y capacidad de aprendizaje (Ho y cols., 2002,
2004; Pawlak y cols., 2003).

En los dos experimentos que se presentan a continuacion se ha utilizado el
laberinto elevado con la finalidad de clasificar a los animales de acuerdo a su
nivel basal de ansiedad. Los grupos de ratones NMRI fueron seleccionados segun
la conducta mostrada en los brazos del laberinto. El porcentaje de tiempo pasado
en los brazos abiertos es considerado el principal indicador de ansiedad (Rex y
cols., 2002; Landgraf y Wigger, 2002 y 2003); consecuentemente, los animales
que mas exploren los brazos abiertos son considerados los menos ansiosos. En los
dos experimentos siguientes se evalda la posible modulaciéon del aprendizaje por
el nivel de ansiedad y la administracién de nicotina. En un primer estudio se midi6é
la memoria espacial mediante el laberinto de agua de Morris. En un segundo
trabajo se utiliz6 el paradigma de condicionamiento de evitacion activa. El
objetivo de estos experimentos fue doble. Primeramente, pretendiamos evaluar si
habia diferencias en la adquisicién de dichas tareas de aprendizaje en animales
que diferian en sus condiciones de alojamiento (aislados o agrupados) y en su
nivel de ansiedad. En segundo lugar, también nos interes6 evaluar el posible papel

modulador de la nicotina en el aprendizaje de dichas tareas.

Con estos experimentos pretendiamos, ademds, completar la informacién
obtenida en los experimentos I y II respecto al papel modulador de la agresion
sobre el aprendizaje. Por ello el procedimiento general seguido para los
Experimentos III y IV fue similar al que se ha expuesto en los apartados

anteriores.

218



Aprendizaje espacial en ratones NMRI que difieren en el nivel de ansiedad...

3.- EXPERIMENTO II1: “4PRENDIZAJE ESPACIAL EN RATONES NMRI
OUE DIFIEREN EN EL NIVEL DE ANSIEDAD: EFECTOS DE LAS
CONDICIONES DE ALOJAMIENTO Y DE LA ADMINISTRACION DE
NICOTINA”.

3.1.- MATERIAL Y METODO

SUJETOS

En la realizacién de este experimento se utilizaron 190 ratones de la cepa
NMRI, con un peso entre 20 y 24 gramos, y procedentes de Charles River
(Barcelona, Espafia). Desde su llegada al laboratorio los ratones se mantuvieron
en dos condiciones de alojamiento diferenciales: la mitad de los animales se
alojaron individualmente en jaulas de plastico transparente de 24 x 13,5 x 13 cm
(condicién de Aislados) y el resto se alojaron de 5 en 5 en jaulas de plastico

opacas cuyas dimensiones eran de 25 x 25 x 15 cm (condicion de Agrupados).

El periodo de aislamiento fue de 30 dias hasta la realizacién de un pre-test
de ansiedad en el laberinto elevado, que sirvid6 como criterio de clasificacion
segtn el tiempo de permanencia en brazos abiertos y el nimero de entradas a los
mismos. El periodo de aislamiento fue de las mismas caracteristicas que el
utilizado en los experimentos previos, basandonos en procedimientos previamente

descritos en la literatura (Wright y cols., 1991; Serra y cols., 2000).
Los animales permanecieron en las condiciones estdndar de laboratorio ya

descritas en anteriores experimentos. En todos los procedimientos se sigui6 la

normativa nacional e internacional para el cuidado de los animales de laboratorio.
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APARATOS

En el presente experimento se utilizaron los siguientes modelos
experimentales: el actimetro, el laberinto elevado en forma de cruz y el
laberinto de agua. Todos los aparatos se han descrito con anterioridad en los

experimentos previos.

PROCEDIMIENTO

1.- Medidas de actividad locomotora espontinea: Realizamos dichas

medidas segun el procedimiento descrito para el Experimento I.

2.- Laberinto elevado en forma de cruz: El porcentaje de tiempo pasado
en los brazos abiertos es considerado el principal indicador de ansiedad (Pellow y
cols., 1985; Landgraf, 2003); por ejemplo, un porcentaje bajo en estos brazos se
ha correlacionado con un alto nivel de ansiedad, mientras que un alto porcentaje
indicaria un perfil ansiolitico. La ansiedad en el laberinto elevado es causada por
una conducta de aproximacion-evitacién resultante del conflicto entre el impulso
de explorar un ambiente novedoso y a su vez, el miedo que provoca. El mayor
determinante de conducta en esta prueba es la aversion incondicionada ante la
altura y los espacios abiertos que presentan los roedores (Pellow y cols., 1985;
Rodgers y Cole, 1993). Para explorar el nivel basal de ansiedad, y siguiendo
procedimientos previamente descritos en la literatura (Ho y cols., 2002, 2004;
Pawlak y cols., 2003) los animales fueron seleccionados seguin el porcentaje de
tiempo pasado en los brazos abiertos del laberinto. Esta clasificacion sigui6 el
procedimiento descrito por Ho y su equipo (2002), aunque en el presente estudio
se incluyd un grupo con ansiedad moderada para obtener un rango més completo

de los diferentes niveles basales de ansiedad.
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Los animales aislados se asignaron aleatoriamente a tres subgrupos: 1)
ratones con alto nivel de ansiedad (22 animales con el porcentaje mas bajo de
tiempo pasado en los brazos abiertos) (Media = 19,37 + 1,31); 2) ratones con un
nivel moderado de ansiedad (22 animales con los porcentajes intermedios) (Media
= 36,1 £ 0,58); 3) ratones con un bajo nivel de ansiedad (22 animales con el
mayor porcentaje de tiempo pasado en los brazos abiertos) (Media = 51,58 +
1,90). De la misma manera, los agrupados se clasificaron como: 1) ratones de alta
ansiedad (22 animales con el porcentaje mas bajo de tiempo pasado en brazos
abiertos) (Media = 14,12 + 0,87); 2) ratones de ansiedad moderada (22 animales
con porcentajes intermedios) (Media = 32,62 £+ 0,71); 3) ratones con alto nivel de
ansiedad (22 ratones que mostraron los porcentajes mas altos) (Media = 50,58 +

1,35) (ver Tabla 3-1).

Tabla 3-1: Grupos resultantes después de la clasificacion por el nivel de ansiedad, es decir, segin
el porcentaje pasado en los brazos abiertos del laberinto elevado.

Aislados >26% ALTA AIS/AA 22
Agrupados >22% ALTA AGR/AA 22
Aislados 30-40% MODERADA AIS/MA 22
Agrupados 28-36% MODERADA AGR/MA 22
Aislados >44% BAJA AIS/BA 22
Agrupados >44% BAJA AGR/BA 22

Estos seis grupos se duplicaron al asignar a cada uno de ellos el tratamiento
farmacolégico correspondiente: nicotina (0,175 mg/kg) o suero fisioldgico
resultando los grupos descritos en la Figura 3-2. Las pequefias diferencias entre
aislados y agrupados son debidas a una distribucién del tiempo en brazos abiertos
algo distinta entre ellos. Como se observa en la Figura 3-1 A y B, los animales
agrupados obtuvieron puntuaciones mas extremas que los animales aislados,
especialmente en las que reflejan mas tiempo pasado en los brazos abiertos del

laberinto elevado.
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CLASIFICACION SEGUN EL NIVEL DE ANSIEDAD
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Figura 3-1: Distribucion de los ratones NMRI macho aislados y agrupados segun su nivel de
ansiedad en el laberinto elevado en forma de cruz (% tiempo en brazos abiertos).

A) Grafica de barras con las frecuencias de distribucion en cada intervalo de porcentaje de
tiempo en brazos abiertos.

B) Grafica de lineas en la que se aprecia la forma (proxima a la curva normal) de la distribucion
segun el porcentaje de tiempo en brazos abiertos.
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Egla3-2 Grupos resultantes en el Experimento Il después de la clasificacion por el nivel de
ansiedad en el laberinto elevado y su asignacién al tratamiento farmacolégico correspondiente.
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3.- Laberinto de Agua: 7 dias después de la preseleccion de los ratones en
el laberinto elevado, los animales pasaron la prueba de aprendizaje espacial. El
procedimiento seguido fue el mismo que el descrito en el Experimento | y se

muestra en la Figura 3-3.
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Figura 3-3: Esquema de las fases del procedimiento seguido en el presente Experimento.
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FARMACO

Los animales recibieron tratamiento farmacolégico con nicotina [(-)-
Nicotine hydrogen di-(+)tartrate SALT] (SIGMA-Aldrich. Madrid). La nicotina se
disolvid en suero fisioldgico (0,9% NaCl) y el Ph se ajustd a 7 con hidroxido de
sodio (NaOH). La dosis utilizada, expresada en forma de base, fue de 0,175 mg/kg
base de nicotina. El grupo control recibié suero fisiologico. Los grupos se
determinaron en funcién de las condiciones de Alojamiento (Aislado/Agrupado) y
por el Tratamiento (Nicotina o Vehiculo) y los grupos resultantes de dicha

combinacion son los mostrados en la Figura 3-2.

Debido a la complejidad del disefio del presente experimento y al gran
nimero de grupos resultante tras la clasificacion de los animales por su nivel de
ansiedad, se utilizo una Unica dosis de nicotina. La eleccion de la dosis mas baja
entre dos probadas en experimentos anteriores (0,35 y 0,175 mg/kg), se justifica
por los resultados obtenidos en el Experimento I donde observamos que la dosis
mas alta deterioraba la ejecucion en el laberinto de agua. El tratamiento
farmacol6gico fue administrado en un volumen de 10 mlkg mediante una
inyeccion subcutanea 15 minutos antes de la ejecucion de la tarea durante 5 dias

(ver Figura 3-4).
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ANALISIS ESTADISTICOS

1.- Actividad motora: para examinar la actividad motora global de los
animales se realizé un ANOVA de una via tomando como variable dependiente el
indice global de actividad y dos variables entre-sujeto: el factor Alojamiento (de 2
niveles: Aislado y Agrupado) y el factor Ansiedad [de 3 niveles: alta ansiedad
(AA), moderada (MA) y baja ansiedad (BA)]. Con el fin de obtener informacién
de cada grupo experimental y de apreciar mas claramente las interacciones,
realizamos el mismo tipo de andlisis Ginicamente con un factor entre-sujeto al que
llamamos Grupo (con 6 niveles: AIS/AA; AIS/MA; AIS-BA y AGR/AA;
AGR/MA; AGR/BA).

Para evaluar la informacion relativa a cada momento temporal, se realizé un
ANOVA de medidas repetidas con el factor intra-sujeto Muestra (con 6 niveles
correspondientes a cada muestra de 5 minutos) y con dos factores entre-sujeto:
Alojamiento (con 2 niveles: Aislado y Agrupado) y la variable Ansiedad [con 3
niveles: alta ansiedad (AA), moderada (MA) y baja ansiedad (BA)]. Como en el
caso anterior, llevamos a cabo un ANOVA complementario en el que se considerd

el factor Grupo (6 niveles) y el factor Muestra (6 niveles).

En los casos apropiados se realizaron pruebas post-hoc (Newman-Keuls) o
bien comparaciones con ¢l ajuste de Sidak (cuando hay menos de tres grupos y la
prueba de Newman Keuls no es adecuada). Cuando las interacciones alcanzaron la
significacion estadistica se procedio a la realizacién de ANOVAs de las mismas.

Se consider6 p< 0.05 como nivel de significacién estadistica.
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2.- Laberinto de agua de Morris:

El disefio de nuestro estudio sefiala que los factores que podrian influir en la
adquisicion y/o retencion del laberinto de agua son el Alojamiento, la Ansiedad y
el Tratamiento. Estos factores requieren un ANOVA mixto de medidas repetidas
para analizar las latencias de escape considerando todas las variables implicadas.
Por tanto, en el andlisis de la adquisicion de la tarea se consideraron como
variables entre-sujeto los factores: Ansiedad con 3 niveles: alta, moderada y baja;
Alojamiento con dos niveles: aislado y agrupado; y el factor Tratamiento también
con dos niveles: nicotina y suero. El factor Dia (5 niveles) se consideré como una

variable intra-sujeto.

En el andlisis de la retencién del laberinto de agua (ensayo sin plataforma)
se consideraron los mismas variables entre-sujetos y el factor Cuadrante como
variable intra-sujeto (4 niveles). En los casos apropiados se realizaron pruebas

post-hoc adecuadas y se considerd como nivel de significacion p<0.05.

Ademas del ANOVA anterior y con el objetivo de obtener una visién mas
global de los resultados y sobre todo para obtener la informacién de la variable
Ensayo (que anteriormente no habiamos tenido en cuenta por no aumentar
excesivamente el nimero de variables) realizamos un segundo ANOVA tanto para
la adquisicion como para la retencién considerando los 12 grupos resultantes de
nuestro disefio 2 x 3 x 2. En el analisis de la adquisicion de la tarea se considerd el
factor Grupo como variable entre-sujeto (12 niveles) y los factores Dias y Ensayos
(5 y 4 niveles respectivamente) como variables intra-sujeto. En el analisis de los
ensayos de prueba (sin plataforma) se considero el factor Grupo como variable
entre-sujeto y el factor Cuadrante como variable intra-sujeto (con cuatro niveles).

En los casos apropiados se realizaron pruebas post-hoc (Newman-Keuls).
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3.2.- RESULTADOS

1.- Actividad motora: se describirdn los resultados para los dos tipos de

analisis realizados, el global y el que contempla las 6 muestras temporales.

1.1.- Anailisis global de la actividad motora: el ANOVA mostré

diferencias significativas segun el régimen de Alojamiento de los animales

[F(1,126)=44,97; p<0.001]. Las comparaciones a posteriori sefialaron que

los animales aislados tuvieron sensiblemente mayor actividad que los

agrupados. No encontramos diferencias segin el nivel de ansiedad y la

interaccién Alojamiento x Ansiedad tampoco alcanzé la significacién

estadistica (ver Figura 3-5 A). Al realizar el ANOVA para obtener la

informacién acerca de los 6 grupos resultantes si encontramos diferencias

entre los grupos [F(5,131)=9,95; p<0.001]. Las pruebas post-hoc se detallan

de forma resumida en la Tabla 3-3 (ver Figura 3-5 B).

Tabla 3-3: Tabla resumen de los grupos en los que se hallaron diferencias significativas en la
medida de actividad motora del Experimento II1.

Grupo Actividad Motora Grupo p<
Aislados-Alta ansiedad (— Agrupados/Alta ansiedad 0.05
(AIS/AA) (AGR/AA)
> <
Agrupados/Moderada ansiedad  0.05
~ (AGR/MA)
Aislados-Moderada ansiedad ~ Agrupados/Alta ansiedad 0.05
(AIS/MA) (AGR/AA)
> < Agrupados/Moderada ansiedad  0.05
(AGR/MA)
(_Agrupados/Baja ansiedad 0.05
(AGR/BA)
Aislados-Baja ansiedad Agrupados/Alta ansiedad 0.05
(AIS/BA) (AGR/AA)
>
Agrupados/Moderada ansiedad ~ 0.05
(AGR/MA)
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1-2.- Anadlisis con las 6 muestras temporales: ¢l ANOVA mostrd
diferencias significativas en el factor Muestra [F(5,630) = 90,24; p<0.001].
La prueba post-hoc Newman-Keuls indicé que en los 10 primeros minutos
del test los animales se movieron mas que el resto del tiempo. En la grafica
(Figura 3-6 B) se aprecia un descenso lineal de la actividad a medida que
pasa el tiempo hasta la quinta muestra; en la sexta se aprecia una pequefia
recuperacion de la actividad. El factor Alojamiento también resultd
significativo [F(1,126)=44,97; p<0.001]. Las comparaciones con la prueba
de Sidak entre aislados y agrupados indican que los animales alojados
individualmente tuvieron un mayor numero de cuentas de actividad
locomotora que los animales agrupados (p<0.05). La interaccién Muestra x
Alojamiento resultd significativa [F(5,630)=2,23; p<0.05] asi como la
interaccion Muestra x Alojamiento x Ansiedad [F(10,630)=2,32; p<0.02].
Para obtener la informacion correspondiente a cada condicion de

Alojamiento se realizaron ANOVAs por separado:

-‘Condicién Aislados’: el factor Muestra resulté significativo

[F(5,315)=37,97; p<0.001] y las pruebas post-hoc indicaron que se produjo
un descenso en la actividad dependiente del paso del tiempo y que en los
10 primeros minutos del test los animales aislados mostraron mas
actividad que los 20 minutos restantes de prueba. La interaccion Muestra

x Ansiedad no resulté significativa en los animales aislados.

-‘Condiciéon Agrupados’: el factor Muestra resultd significativo

[F(5,315)=53,23; p<0.001] y las pruebas post-hoc indicaron que hay un
descenso de la actividad tiempo dependiente hasta la recuperacién que se
produce alrededor del minuto 25° de la prueba. La interaccién Muestra x
Ansiedad si resulté significativa [F(10,315)=2,30; p<0.02] pero al realizar
las pruebas post-hoc no se hallaron diferencias entre los distintos grupos
de ansiedad.
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Al realizar el ANOVA tunicamente con el factor Grupo (de 6 niveles), el
factor Muestra alcanz6 la significacion estadistica [F(5,630)=90,24; p<0.001]. Las
diferencias fueron en la misma direccion que el analisis anterior. El factor Grupo
alcanzo la significacion estadistica [F(5,126)=9,95; pO.0Ol]. Las comparaciones
son las anteriormente especificadas (Tabla 3-3 y Figura 3-6 A). La interaccién
Grupo x Muestra también sefialé diferencias significativas entre los grupos para
cada muestra temporal [F(25,630)=1,91; p<0.05]. Las pruebas post-hoc se

resumen en la Tabla 3-4 (ver también Figura 3-6 B).

Grupos Actividad Motora Grupos

MUESTRA 1 (0-5 Min.)

(AIS/AA) I (AGR/AA)
(AIS/MA) > (AGR/MA)
(AIS/BA) L. (AGR/BA)

MUESTRA 2 (5-10 Min.)

(AIS/AA) o (AGR/AA)
(AIS/MA) r 1 o (AGR/MA)
(AIS/BA) ) 1 (AGR/BA)

MUESTRA 3 (10-15 Min.)

(AIS/AA) > (AGR/AA)
(AIS/MA) > (AGR/AA); (AGR/MA); (AGR/BA)
(AIS/BA) > (AGR/AA)

MUESTRA 4 (15-20 Min.)

(AIS/AA) > (AGR/AA)
(AIS/MA) > (AGR/AA); (AGR/MA); (AGR/BA)
(AIS/BA) > (AGR/AA)

MUESTRA 5 (20-25 Min.)

(AIS/AA) > (AGR/AA); (AGR/MA)
(AIS/MA) > (AGR/AA); (AGR/MA)
(AIS/BA) > (AGR/AA); (AGR/MA)

MUESTRA 6 (25-30Min.)

(ATS/AA) > (AGR/MA)
(ATS/MA) > (AGR/AA); (AGR/MA); (AGR/BA)
(AIS/BA) > (AGR/MA)

Tabla 3-4: Resumen de las diferencias entre los grupos en cada Muestra temporal de la medida de
actividad motora en el Experimento III. La significacion fue en todos los casos de p<0.05.
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Hgmra 35 Medias (#SEM) de la actividad locomotora mostrada por las diferentes
condiciones de alojamiento de animales en el Experimento III: AISLADOS (n=66)
y AGRUPADOS (n=66).

A) N° total de cuentas para 30 min. *p<0.05 AISLADOS vs AGRUPADOS

B) Cuentas para cada periodo de 5 min *p<0.05 AISLADOS vs AGRUPADOS
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Figura 3-6: Medias (=SEM) de la actividad locomotora mostrada por los Grupos en el
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mAIS/BA
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*AGR/MA
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Minutos

Experimento III: Aislados/Alta ansiedad (AIS/AA); Aislados/Moderada ansiedad (AIS/MA);

Aislados/Baja ansiedad (AIS/BA); Agrupados/Alta ansiedad

Agrupados/Moderada ansiedad (AGR/MA) y Agrupados/Baja ansiedad.(AGR/BA). n de cada

grupo= 22.

A) N° total de cuentas durante 30 min.

*p<0.05 AIS/AA vs AGR/AA y AGR/MA,;

+p<0.05 AIS/MA vs AGR/AA, AGR/MA Y AGR/BA;

# p<0.05 AIS/BA vs AGR/AA y AGR/MA.

B) Cuentas para cada periodo de 5 min. (ver significaciones en Tabla 3-4).

(AGR/AA);
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2.-Laberinto de agua de Morris

2-1.- Adquisicién: como ya hemos comentado en el apartado de
analisis estadisticos, se realizaron 2 tipos de andlisis. E1 ANOVA
considerando las 3 variables entre-sujetos mostré que no habia diferencias
significativas segin el Alojamiento, la Ansiedad o el Tratamiento, y
tampoco en sus interacciones. Si hubo diferencias significativas para el
factor Dia [F(4,480)=86,04; p<0.001]. Los animales aprendieron a realizar
la tarea a medida que pasaban los dias. E1 ANOVA con la variable entre-
sujetos Grupo no hallé6 diferencias entre ellos. El factor Dia
[F(4,480)=86,04; p<0.001] resulté significativo. Los animales mostraron

menores latencias de escape con el paso de los dias (ver Figura 3-7).

2-2.- Retencion (Ensayo de prueba sin plataforma): se analiz6 el
tiempo que cada animal pasé en el cuadrante noroeste (NO) en el cual habia

estado situada la plataforma de escape durante la adquisicién de la tarea.

El ANOVA indic6 que el factor Cuadrante result6 significativo
[F(3,360)=30,11; p<0.001]. Las pruebas post-hoc indicaron que todos los
animales pasaron significativamente mas tiempo en el cuadrante Noroeste
(en el que habia estado situada la plataforma) que en el Noreste p<0.001. El
factor Tratamiento también resulté significativo. El ANOVA realizado para

explicar estas diferencias sefial6é que los ratones de la ‘Condicién Nicotina’

pasaron significativamente menos tiempo en el cuadrante noroeste que los

ratones de la ‘Condiciéon Vehiculo’

El ANOVA realizado para los 12 grupos no mostr6 diferencias entre
los mismos. El factor Cuadrante indicé las mismas diferencias que en
andlisis anterior. La interaccién Grupo x Cuadrante no aporté diferencias

significativas (ver Figura 3-8).
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Figura 3-7: Medias £ SEM de las latericias de escape en el laberinto de agua durante los 5 dias
de entrenamiento de los ratones de distinta condicion de aislamiento y nivel de ansiedad.

A) Adquisicion de los ratones macho NMRI aislados: Aislados/Alta ansiedad tratados con
0,175 mg/kg de nicotina (AIS/AA-NIC) o vehiculo (AIS/AA-VEH); Aislados/Moderada
ansiedad tratados con nicotina (AIS/MA-NIC) o vehiculo (AIS/MA-VEH); Aislados/Baja
ansiedad (AIS/BA-NIC) tratados con nicotina o vehiculo (AIS/BA-VEH).

B) Adquisicion de los ratones macho NMRI agrupados: Agrupados/Alta ansiedad tratados con
nicotina (AGR/AA-NIC) o suero fisiologico (AGR/AA-VEH); Agrupados/Moderada ansiedad
nicotina (AGR/MA-NIC) o vehiculo (AGR/MA-VEH); Agrupados BajaJ ansiedad nicotina
(AGR/BA-NIC) o vehiculo (AGR/BA-VEH)
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Figura 3-8: Media + SEM del porcentaje de tiempo en el cuadrante de la plataforma durante el
ensayo de pmeba en ratones aislados y agrupados: Aislados/Alta ansiedad tratados con 0,175 mg/kg
de nicotina (AIS/AA-NIC) o con vehiculo (AIS/AA-VEH); Aislados/Moderada ansiedad tratados con
nicotina (AIS/MA-NIC) o vehiculo (AIS/MA-VEH); Aislados/Baja ansiedad tratados con nicotina
(AIS/BA-NIC) o vehiculo (AIS/BA-VEH); Agrupados/Alta ansiedad tratados con nicotina
(AGR/AA-NIC) o vehiculo (AGR/AA-VEH); Agrupados/Moderada ansiedad tratados con nicotina
(AGR/MA-NIC) o vehiculo (AGR/MA-VEH); Agrupados/Baja ansiedad tratades con nicotina
(AGR/BA-NIC) o vehiculo (AGR/BA-VEH).
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3.3.- DISCUSION

El principal objetivo de esta investigacion fue valorar los efectos del
aislamiento social y de la administracién de nicotina en el aprendizaje de una tarea
espacial en ratones macho NMRI, asi como evaluar si las diferencias en actividad
motora y en nivel de ansiedad, influidas por las condiciones de alojamiento, dan
lugar a patrones diferenciados en la capacidad de aprendizaje en distintos grupos

de ratones.

Efectos de las condiciones de alojamiento y del nivel de ansiedad en la

actividad motora espontdinea.

Nuestros resultados parecen confirmar la hiperactividad locomotora de los
animales criados en aislamiento frente a los alojados en grupo, apoyando los
resultados que ya habiamos observado en el Experimento I de la presente Tesis
Doctoral y ampliando estudios anteriores (Hilaviki y cols., 1989; Gariépy y cols.,
1995; Rilke y cols., 1998ab).

En este experimento también investigamos si los ratones que presentan
distinto nivel basal de ansiedad (alto, moderado o bajo) podrian diferir en medidas
de actividlad motora espontinea. Los datos indican que no hay diferencias
significativas entre estos grupos de animales. La respuesta locomotora y
conductual a la novedad ha sido escasamente investigada en relacién con las
medidas de ansiedad (Thiel y cols., 1999). Un estudio previo indicé que una cepa
de ratas con alta respuesta motora a la novedad mostraba también puntuaciones
bajas en pruebas de ansiedad (Courvoisier y cols., 1996). En ratones se ha
observado que los mas ansiosos permanecen mas tiempo inméviles en el test de
natacion forzada (Ducottet y Belzung, 2005). Tal como otros autores sugieren, los
resultados acerca de la posible relaciéon entre ansiedad y actividad motora
dependen tanto de la especie y cepa utilizada como del test conductual realizado

(Henniger y cols., 2000). En el presente experimento nuestros datos muestran que
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la hiperactividad locomotora registrada en el actimetro por los ratones aislados no
parece tener una clara correspondencia con el nivel de ansiedad basal, sugiriendo
una ausencia de relacion directa entre ansiedad mostrada en el laberinto elevado y
locomocién. Esta observacion concuerda con datos aportados por Henniger y
colaboradores (2000) en los que no se encontraron diferencias en actividad motora
entre ratas criadas selectivamente por su alto nivel de ansiedad (HAB) y las de

bajo nivel de ansiedad (LAB) observadas en sus propias jaulas.

Efectos de las condiciones de alojamiento y del nivel de ansiedad en la

adquisicion y retencion del laberinto de agua.

El laberinto de agua ha sido utilizado en estudios previos para investigar los
efectos de la nicotina sobre el aprendizaje espacial (Lamberty y Gower, 1991b;
Bemnal y cols., 1999) aunque ninguin estudio ha abordado la cuestién de si las
condiciones de alojamiento y las variables emocionales podrian modular los
efectos de esta sustancia sobre el aprendizaje de dicha tarea. Uno de los objetivos
del presente estudio fue evaluar si el aislamiento social podria tener efectos
diferenciales sobre el aprendizaje espacial en grupos de ratones previamente
clasificados en base a sus niveles de ansiedad. Se ha sugerido que el laberinto de
agua es una tarea potencialmente estresante y que podria estar influida tanto por
factores biologicos como ambientales (Perrot-Sinal y cols., 1996). Debido a que
se ha demostrado que el aislamiento induce cambios en la ansiedad en los
animales y que los ratones alojados individualmente serian hiperresponsivos
cuando se enfrentan a una nueva situacion (de Jong y cols., 2005), se hipotetizd
que el nivel de ansiedad podria modular la respuesta de aprendizaje de esta tarea.
En relacion con la adquisiciéon de la tarea a lo largo de los 5 dias de
entrenamiento, nuestros resultados mostraron que el alojamiento individual no
tuvo efectos significativos. Estos datos concuerdan con la ausencia de diferencias
observada en el laberinto de agua entre ratones aislados y agrupados (Coudereau y
cols., 1997b) y confirman los resultados obtenidos en el Experimento I de la

presente investigacion. En cambio, si tenemos en cuenta los datos referidos a la
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prueba de retencién de la tarea espacial (realizada al final del entrenamiento y
durante la cual se retiraba la plataforma de la piscina y se dejaba nadar libremente
al animal) existe una cierta discrepancia entre el Experimento I y los datos
obtenidos en este Experimento III. En el primer experimento, los ratones aislados
que habian sido tratados con vehiculo recordaron mejor la posicion de la
plataforma en comparacién con los alojados en grupo. Sin embargo, los datos del
presente experimento sugieren que las condiciones de alojamiento no influyeron
significativamente sobre el recuerdo que mostraban los ratones acerca del lugar
donde previamente se situaba la plataforma. Hay que indicar que aunque el
procedimiento general seguido en ambos experimentos fue similar, la
manipulacion a la que fueron sometidos los animales para su clasificacién difirié.
En el Experimento I los animales fueron seleccionados tras un encuentro
agonistico, mientras que en el presente Experimento los animales fueron
evaluados en el plus maze, lo que confirma la importancia de la experiencia y

manipulaciones previas en el aprendizaje de tareas de tipo espacial.

Un resultado importante obtenido en este tercer experimento es que el nivel
de ansiedad no modul6 directamente ni la adquisicion ni la retencion del laberinto
de agua. Estos datos confirman estudios anteriores que sugieren la ausencia de
una relacién directa entre el nivel de emocionalidad (evaluado en el laberinto
elevado) y el procesamiento de la informacion espacial (medido en el laberinto de
agua de Morris) en ratones NMRI, aunque en este caso la muestra utilizada eran
animales de edad avanzada (Lamberty y Gower, 1993). Otros autores también han
concluido que la ansiedad no parece ser un factor determinante en la ejecucion de

tareas de aprendizaje espacial en ratas (Bert y cols., 2002).

Un aspecto a tener en cuenta al interpretar nuestros datos es que los ratones
de la cepa NMRI muestran de forma consistente bajos niveles de ansiedad cuando
se observa su conducta en el laberinto elevado (Griebel y cols., 2000). Hay que
indicar, sin embargo, que en nuestro procedimiento de seleccidon previo a la
realizacién de la tarea de aprendizaje, obtuvimos ratones con muy distinto nivel

de ansiedad, tal como se aprecia claramente en la Figura 3-1. A pesar de ello, no
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observamos una relacién directa entre nivel de ansiedad y ejecucion de la tarea
espacial. De este modo, nuestros datos apoyarian la hipdtesis propuesta acerca de
la compleja relacion entre ansiedad y capacidad de aprendizaje, que dependeria
tanto de los requerimientos de la tarea propuesta como del procedimiento
utilizado para evaluar la ansiedad. Nuestros resultados coinciden ademds con los
obtenidos por Bert y colaboradores (2002) que compararon la ejecucién en el
laberinto de agua entre dos cepas de ratas (Fischer y Wistar) con distinto nivel de
ansiedad y no obtuvieron diferencias en su ejecucion. Sin embargo, contrastan con
otras investigaciones que indican que una cepa de ratas de baja ansiedad (SHR)
realizan mejor la tarea del laberinto de Morris que ratas més ansiosas (Ferguson y
Cada, 2004).

En el presente estudio, la administraciéon aguda de nicotina no mejord el
aprendizaje de los ratones NMRI en el laberinto de agua, apoyando estudios
previos en esta misma cepa de ratones (Lamberty y Gower, 1991b; Vicens y cols.,
2003b). En la prueba de retencion se observd que los animales tratados con
nicotina realizaron peor la tarea que los que habian recibido suero fisiologico. Este
resultado coincide parcialmente con el obtenido en el Experimento I de la presente
Tesis donde se demostr6 que el tratamiento con nicotina deteriora la ejecucion de
los ratones, aunque en dicho estudio este efecto era especialmente significativo en
los ratones que habian permanecido aislados. Nuestras observaciones contrastan
con otras investigaciones que si han obtenido efecto de mejora tras la
administraciéon de nicotina pero en otras cepas de ratones y con un tratamiento
mas prolongado (Bernal y cols., 1999). La diferencia en las cepas utilizadas o en
la duracidn del tratamiento podria, en parte, explicar tales discrepancias. Hay que
indicar también que en el presente estudio no se encuentran efectos diferenciales
de la nicotina entre ratones aislados y agrupados, lo que sugiere que las
condiciones de alojamiento no modularian directamente los efectos de la nicotina

sobre el laberinto de agua en ratones seleccionados segun el nivel de ansiedad.
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4.- EXPERIMENTO 1V: “CONDICIONAMIENTO DE EVITACION ACTIVA
EN RATONES NMRI QUE DIFIEREN EN EL NIVEL DE ANSIEDAD:
EFECTOS DE LAS CONDICIONES DE ALOJAMIENTO Y DE LA
ADMINISTRACION DE NICOTINA”.

4.1.- MATERIAL Y METODO

SUJETOS

En la realizacién de este experimento se utilizaron 317 ratones de la cepa
NMRI, con un peso entre 20 y 24 gramos, y procedentes de Charles River
(Barcelona, Espaiia). A su llegada al laboratorio los ratones se asignaron segun
dos condiciones de alojamiento diferenciales: 162 animales se alojaron
individualmente en jaulas de plastico transparente de 24 x 13,5 x 13 cm (condicién
de Aislados) y el resto se alojaron de 5 en 5 en jaulas de plastico opacas cuyas

dimensiones eran de 25 x 25 x 15 cm (condicién de Agrupados).

El periodo de aislamiento fue de 30 dias hasta la realizacién de un pre-test
de ansiedad en el laberinto elevado, que sirvié como criterio de clasificacién segun
el tiempo de permanencia en brazos abiertos y el nimero de entradas a los mismos

(ver Experimento III).
Los animales se mantuvieron en las condiciones estindar de laboratorio ya

descritas para los anteriores experimentos y se siguié la normativa nacional e

internacional para el cuidado de los animales de laboratorio.
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APARATOS

Los modelos utilizados fueron el actimetro, el laberinto elevado en forma
de cruz y la caja de escape evitacion de dos sentidos. Todos ellos han sido

descritos en experimentos anteriores.

PROCEDIMIENTO

Tras 30 dias de aislamiento o alojamiento en grupo, se midi6 la actividad
motora espontinea en el actimetro y 24 hr después, se evalu6 el nivel de ansiedad
de los animales en el laberinto elevado en forma de cruz. Transcurridos 7 dias
desde su evaluacion en el plus maze, los animales realizaron el condicionamiento

de evitacion activa (ver Figura 4-2).

1.- Medidas de actividad locomotora espontinea: Dichas medidas se
realizaron segun el procedimiento descrito para el Experimento 1. El propdsito de
esta prueba consistia en determinar si el régimen de alojamiento y el nivel de
ansiedad de los animales provocarian diferencias en la actividad locomotora, la
cual parece desempefiar un papel relevante en la tarea de condicionamiento de

evitacion activa.

2.- Laberinto elevado en forma de cruz: El procedimiento guardé las
mismas caracteristicas que el descrito con detalle en el Experimento III y
cumpli6 la misma finalidad de obtener un criterio clasificatorio de los animales
segin su nivel de ansiedad, entendido segun su tiempo permanencia en los
brazos abiertos del laberinto elevado. La clasificacion de los animales siguio el
procedimiento descrito por Ho y colaboradores (2002) aunque se afiadié un
grupo de ansiedad moderada, tanto para animales aislados como agrupados.
Los animales aislados se asignaron aleatoriamente a tres subgrupos: 1) ratones
con alto nivel de ansiedad (28 animales con el porcentaje mas bajo de tiempo
pasado en los brazos abiertos) (Media = 19,52 + 7,74); 2) ratones con un nivel

moderado de ansiedad (28 animales con los porcentajes intermedios) (Media =

242



Evitacidn activa en ratones NMRI que difieren en el nivel de ansiedad...

45,58 £ 2,32); 3) ratones con un bajo nivel de ansiedad (28 animales con el
mayor porcentaje de tiempo pasado en los brazos abiertos) (Media = 65,61 +
5,95). De la misma manera, los agrupados se clasificaron como: 1) ratones de
alta ansiedad (28 animales con el porcentaje més bajo de tiempo pasado en
brazos gbiertos) (Media = 14,15 + 8,08); 2) ratones de ansiedad moderada (28
animales con porcentajes intermedios) (Media = 38,81 £ 2,51); 3) ratones con
alto nivel de ansiedad (28 ratones que mostraron los porcentajes mas altos)

(Media =61 + 7,98) (ver Tabla 4-1).

Tabla 4-1: Grupos resultantes después de la clasificacion por el nivel de ansiedad (segun el
porcentaje de tiempo pasado en los brazos abiertos del laberinto elevado).

Alojamiento % TBA Ansiedad Grupo N
Aislados >25% ALTA AIS/AA 28
Agrupados >25% ALTA AGR/AA 28
Aislados 45-50% MODERADA AIS/MA 28
Agrupados 35-40% MODERADA AGR/MA 28
Aislados >60% BAJA AIS/BA 28
Agrupados >60% BAJA AGR/BA 28

Cada uno de los grupos se asignd a un tratamiento farmacolégico: nicotina
(0,35 mg/kg) o suero fisioldgico resultando los grupos descritos en la Figura 4-2.
Como se observa en la Figura 4-1 A y B, las diferencias entre aislados y
agrupados son debidas a su distribucion del tiempo en brazos abiertos distinta
entre ellos. La distribucion de los animales agrupados se asemeja mucho a la curva
normal, como sucedi6é en el Experimento III. No ha sucedido asi con la irregular
distribucién de los animales aislados donde se aprecia que bastantes animales
permanecieron entre un 65-70% del tiempo en los brazos abiertos del laberinto y,

en cambio, pocos pasaron un tiempo intermedio en estos brazos.
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Figura 4-1: Distribucion de los ratones NMRI macho aislados y agrupados segin su nivel
de ansiedad en el laberinto elevado en forma de cruz (% tiempo en brazos abiertos).

A) Grafica de barras con las frecuencias de distribucion en cada intervalo de porcentaje de
tiempo en brazos abiertos.

B) Grafica de lineas en la que se aprecia la forma de la distribucion seglin el porcentaje de
tiempo en brazos abiertos.
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Figura 4-2: Grupos resultantes después de la pre-seleccion en el laberinto elevado de los ratones
macho NMRI y su asignacion al tratamiento farmacologico correspondiente.
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3.-Condicionamiento de evitacion activa: 7 dias después de la pre-
seleccion en el laberinto elevado, los animales realizaron la prueba del
condicionamiento de evitacion activa de doble sentido. El procedimiento seguido
fue similar al descrito en el Experimento III (excepto en la prueba de aprendizaje

empleada) y se muestra en la Figura 4-3.

Figura 4-3: Fases y procedimiento seguido en el presente experimento.
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FARMACO

Los animales experimentales recibieron tratamiento farmacolégico con 0,35
mg/kg en forma de base de nicotina. El grupo control recibiéo suero fisiologico.
Ambas sustancias fueron administradas subcutineamente en un volumen de 10
ml/kg, 10 minutos antes de la ejecucion de la tarea durante 5 dias (ver Figura 4-4).
Como ya se ha observado en la figura 4-2 los grupos vienen determinados por las
condiciones de Alojamiento (Aislado/Agrupado) y por el Tratamiento (Nicotina o

Vehiculo).

Figura 4-4: Procedimiento seguido en la administracion del tratamiento farmacologico.
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ANALISIS ESTADISTICOS

1.- Actividad motora: se realiz6 un ANOVA de una via tomando como
variable dependiente el indice global de actividad y dos variables entre-sujeto: el
factor Alojamiento (con 2 niveles: Aislado y Agrupado) y el factor Ansiedad [con
3 niveles: alta ansiedad (AA), moderada (MA) y baja (BA)].

Para evaluar la informacién relativa a cada momento temporal, se realizé un
ANOVA de medidas repetidas con el factor intra-sujeto Muestra (6 niveles,
correspondientes a cada muestra de 5 minutos) y con dos factores entre-sujeto:

Alojamiento y la variable Ansiedad, con los niveles antes mencionados.

En los casos apropiados se realizaron pruebas post-hoc (Newman-Keuls) o
bien comparaciones con el ajuste de Sidak. Cuando las interacciones alcanzaron la
significacion estadistica se procedié a la realizacion de ANOVAs de las mismas.

Se consider6 p< 0.05 como nivel de significacion estadistica.

2.- Condicionamiento de evitacién activa: en la adquisicion de la tarea de
shuttle box para evaluar las posibles diferencias entre los grupos se realizé un
ANOVA de medidas repetidas tomando en consideracion como factores entre-
sujetos las variables Alojamiento, Tratamiento y Ansiedad; el factor Dia se
consider6 una variable intra-sujeto. Las comparaciones post-hoc pertinentes se
realizaron con la prueba estadistica Newman-Keuls o Tukey en las variables intra-

sujeto y Sidak en las variables entre-sujeto.
En cada sesion se analizaron las siguientes variables: nimero de evitaciones,

escapes y no respuestas; latencia de respuesta; niimero de cruces en el periodo de

adaptacion y entre ensayos; defecaciones y peso corporal.
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Ademas, el mismo tratamiento estadistico fue aplicado a una medida para
obtener el porcentaje real de aprendizaje, que calculamos aplicando la siguiente

foérmula, al igual que en el experimento III:

Evitaciones/(evitaciones + escapes + cruces en el I'TI) x 100

La medida obtenida corresponde al porcentaje de evitaciones realizadas en
la adquisicion de la tarea desde el n° total de respuestas posibles (evitaciones +

escapes + cruces = 100%) (Vinader-Caerols y cols., 1996; Aguilar y cols., 1998).
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4.2.- RESULTADOS

1.- Actividad motora: se describiran los resultados para los dos tipos de

analisis realizados: el global y el que contempla las 6 muestras temporales.

- 250

1.1- Analisis global de la actividad motora: El ANOVA realizado
para el total de las cuentas de actividad sefial6 que el Alojamiento ejercia un
efecto significativo en los animales aislados y agrupados en cuanto a su
nivel de actividad [F(1,139)=37,33; p>0.001]. La prueba post-hoc indicé que
los animales aislados se movieron significativamente mas que los animales

agrupados (ver Figura 4-5 A).

La interaccion entre los factores Alojamiento x  Ansiedad
[F(2,139)=4,86 p<0.01] también resulto significativa. La prueba de efectos
simples realizada para esta interaccion [F(1,41)=19,96; p< 0.001] sefiala que
las diferencias son debidas a los ratones con baja ansiedad (BA); los aislados
de baja ansiedad (AIS/BA) realizaron una media de 2417,64 cuentas y los
agrupados de baja ansiedad (AGR/BA) disminuyeron su actividad hasta
1436,33 cuentas. En ratones con ansiedad moderada (MA) y alta ansiedad

(AA) no se apreciaron diferencias en su actividad motora espontinea

(Figura 4-6 A).

1.2- Analisis de las 6 muestras temporales: el factor Alojamiento
resulté significativo [F(1,139)=11,04; p<0.001]. Las comparaciones post-

hoc sefialaron que los aislados realizaron mas cuentas de actividad que los

agrupados.

También fue significativo el factor Muestra [F(5,695)=82,41;
p<0.001]. Las comparaciones a posteriori nos indicaron que los animales

estuvieron mas activos durante los 15 primeros minutos del test (las 3
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primeras muestras) y sefialaron un claro patrén descendente en el

movimiento de los animales a través del tiempo (ver Figura 4-5 B).

La interaccién entre los factores Alojamiento x Ansiedad
[F(2,139)=4,86; p<0.01] fue significativa y al igual que hemos comentado
anteriormente las diferencias parecen provocadas por los animales de baja
ansiedad (BA) en los que si hay diferencias entre aislados y agrupados que
no se observan en los animales de ansiedad moderada (MA) o de alta

ansiedad (AA) (ver Figura 4-6 A).

La interaccion de los factores Alojamiento x Muestra, también resulté
significativa [F(5,695)=2,60; p<0.05]. La prueba de efectos simples
realizada confirma que en los animales agrupados el patrén es claramente
descendente; en los animales aislados, en cambio, se produce un pico
descendente en el momento temporal 5 (20-25 min.) para mas adelante en la
ultima muestra (25-30 min.) mostrar una recuperacioén de la actividad (ver

Figura 4-6 B).
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Figura 4-5: Medias (+SEM) de la actividad motora mostrada por ambos grupos de
ratones NMRI: AISLADOS (n=162) y AGRUPADOS (n=155).

A) Cuentas totales para los 30 min. *p<0.001 Aislados vs Agrupados

B) Cuentas para cada periodo temporal de 5 min. *p<0.001 Aislados vs Agrupados
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ACTIVIDAD MOTORA

IAIS/AA
IAIS/MA

o AGR/AA
o AGR/MA
nAGR/RA

AISLADOS AGRUPADOS

mAIS/AA
mAIS/MA
mAIS/BA

*AGR/AA

sAGR/MA
*AGR/BA

10 15 20 25 30

Minutos

Figura 4-6: Medias (=SEM) de actividad motora para los 6 grupos de ratones NMRI en cada
una de las condiciones de ALOJAMIENTO: AISLADOS: (AIS/AA; AIS/MA; AIS/BA) y
AGRUPADOS: (AGR/AA; AGR/MA; AGR/BA).

A) Cuentas totales para los 30 min. *p<0.001 AIS/BA vs AGR/BA

B) Cuentas para cada periodo temporal de 5 min. *p<0.001 AIS/BA vs AGR/BA
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2.- Condicionamiento de evitaciéon activa:

Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas con los factores Alojamiento,
Tratamiento y Ansiedad para cada una de las medidas incluidas en el presente
experimento: evitaciones, escapes, no respuestas, latencia de respuesta, cruces en
la adaptacidn, cruces en el ITI, peso y defecaciones, asi como para el porcentaje de

aprendizaje (ver Tabla 4-2).

1) Evitaciones: Al realizar el anilisis de varianza el factor Alojamiento
resultd significativo [F(1,133)=21,49; p<0.001]. Los analisis post-hoc muestran
que los animales aislados realizaron un mayor numero de evitaciones que los
animales agrupados (Figura 4-7).

El factor Dia [F(4,532)=31,58; p<0.001] resultd significativo. Las pruebas
post-hoc indican que el dia 1, los animales realizaron menos evitaciones que el
resto de dias; los animales fueron aprendiendo a evitar el shock hasta el dia 4 en el
que parece que alcanzan la cota maxima (Figura 4-8).

La interaccidon Tratamiento x Alojamiento x Ansiedad resultd significativa
[F(2,133)=4,66 p<0.01]. Para conocer los efectos de esta interaccion, realizamos

un ANOVA de los animales aislados y agrupados separadamente:

-En el ANOVA para la ‘Condicién Aislados’ no se aprecié un efecto del

Tratamiento, aunque si hubo una interaccidn significativa entre Tratamiento y
Ansiedad [F(2,65)=4,05; p<0.05]. En el grupo de ratones de ansiedad moderada
(MA), los animales tratados con nicotina realizaron mas evitaciones que los

tratados con suero fisioldgico.

-En el ANOVA para la ‘Condicién Agrupados’ el factor Tratamiento alcanz6
la significacién estadistica [F(1,68)=4,84; p<0.05]. Los animales agrupados
tratados con nicotina realizaron un menor nimero de evitaciones que los animales

controles.
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u AIS/AA-MC
5 AIS/AA-VEH
MAIS/IVA-MC
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m AIS/BA-NIC
m AIS/BA-VEH
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16 B AGFVIWV-VBH
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B AGR/BA-VBH
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AISLADOS AGRUPADOS

Figura 4-7: Media (=SEM) de las EVITACIONES realizadas durante la adquisicion del
condicionamiento de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su condicion de alojamiento y
en su nivel basal de ansiedad.

AISINIC-AA AGRINIC-AA
—ar-AIS/SUE-AA -AGR/SUE-AA
AIS/NIC-MA AGR/NIC-MA
—B — AIS/SUE-MA 30 AGRUPAD AGR/SUE-MA
AISLADOS AIS/NIC-BA GRU oS sAGR/NIC-BA
AIS/SUE-BA sAGR/SUE-BA
25
20
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B 5
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Figura 4-8: EVITACIONES realizadas durante los 5 dias de adquisicion del condicionamiento de
evitaciéon activa por los ratones NMRI aislados y agrupados
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2) Escapes: el ANOVA no arrojé resultados significativos para el factor
Alojamiento. Sin embargo, el factor Dia [F(4,532)=6,02; p>0.001] alcanzé la
significacion estadistica indicando que los animales van aprendiendo a escapar del
EI hasta el cuarto dia, en el que llegaron al nimero maximo de escapes (Figura 4-
10). No se encontraron diferencias en los escapes realizados segun el nivel de

ansiedad (ver Figura 4-9).
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ESCAPES

AISLADOS

AGRUPADOS

o AIS/AA-NIC
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AGR/BA-NIC
AGR/AA-VBH
AGFVMA-VBH
AGR/BA-VBH

O mm — 00

Figura 4-9: Media (:SEM) de los ESCAPES realizadas durante la adquisicion del condicionamiento
de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su condicion de alojamiento y en su nivel basal

de ansiedad.

AIS/NIC-AA
AIS/SUE-AA
AIS/NIC-MA
AIS/SUE-MA
AIS/NIC-BA
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AGRI/NIC-AA
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AGRI/NIC-MA
AGR/SUE-MA
AGRI/NIC-BA
AGR/SUE-BA
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Figura 4-10: ESCAPES realizados durante los 5 dias de adquisicién del condicionamiento de

evitacion activa por los ratones NMRI aislados y agrupados.
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3) No__respuestas: el factor Alojamiento resultdé significativo
[F(1,133)=10,68; p<0.001]. Los animales agrupados respondieron menos a la
prueba que los animales aislados (Figura 4-11). Para el factor Dia también se
encontraron diferencias [F(4,532)=20,56; p<0.001] indicando que los animales
respondieron mas a medida que pasaban los dias (Figura 4-12).

La interaccion Tratamiento x Alojamiento x Ansiedad result6 significativa
[F(2, 133)=3,57; p<0.05] y se realizaron ANOVAs por separado para cada
condicién de Alojamiento con el fin de poder explicar los efectos de dicha

interaccion:

-‘Condicién Aislados’: No hubo efectos del factor Tratamiento, pero la

interacciéon Tratamiento x Ansiedad si alcanzé la significacion estadistica
[F(2,65)=3.57; p<0.05]. En la prueba de efectos simples se observa que, dentro del
grupo de animales tratados con nicotina, los de alta ansiedad mostraron mayor
numero de no respuestas que los de ansiedad moderada o baja. En los animales

control el factor Ansiedad no resultd significativo.

-‘Condiciéon Agrupados’: El factor Tratamiento resultdé significativo

[F(1,68)=4.01; p<0.05] y las pruebas post-hoc indicaron que los animales tratados

con nicotina tuvieron un mayor niimero de no respuestas que los controles.
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m AB/AA-NIC
H AIS/AA-VBH

NO RESPUESTAS (ASIMANIC
a AIS/BA-NIC
5 AIS/BA-Vm

B AGFVAA-NIC
a AGFVMA-NIC
GFVBA-NIC
AGR/AA-VEH
B AGR/MA-VEH
o AGR/BA-VBH

AISLADOS AGRUPADOS

Figura 4-11: Media (£SEM) de las NO RESPUESTAS realizadas durante la adquisicion del
condicionamiento de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su condicion de alojamiento y
en su nivel basal de ansiedad.

AIS/NIC-AA AGRI/NIC-AA
-AIS/SUE-AA +AGR/SUE-AA
AIS/NIC-MA AGR/NIC-MA
AISLADOS *AIS/SUE-MA AGRUPADOS
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Figura 4-12: NO RESPUESTAS realizadas durante los 5 dias de adquisicion del condicionamiento
de evitacion activa por los ratones NMRI aislados y agrupados.

259



Aislamiento social y aprendizaje en ratones NMRI...

4) Latencia de respuesta: E1 ANOVA indic6 que habia diferencias segtin el
Alojamiento [F(1,133)=16,5; p<0.001]. La prueba de Newman-Keuls sefialé6 que
los animales aislados tardaron menos tiempo en responder al EC o al EI que los

animales agrupados (Figura 4-14).

El factor Dia también alcanzé la significacion estadistica [F(4,532)=34,63;
p<0.001]. Las pruebas post-hoc sefialaron que la latencia de respuesta disminuy6 a
medida que pasaba el tiempo, pero a partir del tercer dia no se observaron

diferencias en el tiempo de reaccion al estimulo condicionado o incondicionado

(Figura 4-13).

La interaccion Tratamiento x Alojamiento x Ansiedad resultd significativa
[F(2,133)=4,23; p<0.05]. Para evaluar sus efectos, realizamos un anélisis para

cada factor de alojamiento:

-En la ‘Condicidén Aislados’ no se encontrd un efecto del factor Tratamiento.

La interacciéon Tratamiento x Ansiedad alcanzd la significacion estadistica
[F(2,65)=3,53; p<0.05] pero en los efectos simples para cada tratamiento
farmacolégico no se encontraron diferencias significativas dependiendo del nivel
de ansiedad.

-En la ‘Condicién Agrupados’ se hallaron diferencias segun el Tratamiento
[F(1,68)=4,01; p<0.05]. La prueba de Newman-Keuls sefialé que los animales
agrupados tratados con nicotina tardaron significativamente mas en responder que

los animales agrupados tratados con suero.
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m AIS/AA-VEH
o AIS/MA-NIC
o AIS/MA-VBH
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Figura 4-13: Media (+SEM) de la LATENCIA DE RESPUESTA durante la adquisicion del
condicionamiento de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su condicion de alojamiento y
en su nivel basal de ansiedad.

AIS/NIC-AA AGRINIC-AA
AIS/SUE-AA AGR/SUE-AA
AIS/NIC-MA AGR/NIC-MA
AISLADOS AIS/SUE-MA AGRUPADOS AGR/SUE-MA
AIS/NIC-BA AGRI/NIC-BA
AIS/SUE-BA AGR/SUE-BA
Dias Dias

Figura 4-14: LATENCIA DE RESPUESTA durante los 5 dias de adquisicion del condicionamiento
de evitacion activa por los ratones NMRI aislados y agrupados.
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5) Cruces en la adaptacién: El ANOVA indic6 que habia diferencias entre los
animales dependiendo de las condiciones de Alojamiento durante el periodo de
adaptacion a la caja de evitacion (3 min.) [F(1,133)=28,29; p<0.001]. Las pruebas
post-hoc de Newman—Keuls indican que los animales aislados cruzaron més veces

de un compartimento a otro de la caja que los agrupados (Figura 4-16).

El factor Dia [F(4,532) =39,04; p<0.001] resultd significativo, pruebas a
posteriori sefialaron que el primer dia los animales respondieron a la situacién

novedosa cruzando mas veces que el resto de los dias (Figura 4-15).

El ANOVA también sefialo diferencias dependiendo del nivel de Ansiedad
[F(3,133)=4,22; p<0.05]. La prueba de Newman-Keuls mostré que los animales de
alta ansiedad cruzaron menos veces en la adaptacioén que los animales de ansiedad

moderada. (Figura 4-16).

La interaccion Dia x Tratamiento resulté significativa [F(4,532)=10,79;
p<0.001]. Los efectos simples de la interaccién sefialaron que hubo diferencias
entre los animales tratados con nicotina y los tratados con suero fisiologico los
dias 1, 4 y 5 del test. El primer dia los animales control cruzaron més que los
animales tratados con nicotina. Sin embargo, durante el cuarto y quinto dia fue a la

inversa, cruzaron significativamente mas los que habian recibido farmaco.

La interacciéon Dia x Tratamiento x Ansiedad [F(8,532)=2,30; p<0.05]

resultd significativa; los efectos simples realizados mostraron que:

-En la ‘Condicién Alta Ansiedad’, los ratones tratados con nicotina solo

efectuaron maés cruces el dia 1.

-En la ‘Condiciéon Ansiedad Moderada’, el dia 1 realizaron mas cruces los

animales del grupo control pero el dia 4 y 5 cruzaron mas los tratados con
nicotina.

-En la ‘Condicion Baja Ansiedad’, el dia 1 los ratones tratados con suero

fisioldgico cruzaron mas que los tratados con nicotina.
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El ANOVA realizado separadamente con aislados y agrupados mostr6 lo

siguiente:

-‘Condicién _Aislados’: El factor Tratamiento alcanzé la significacion

estadistica [F(1,65)=5,33; p<0.05]. La prueba post-hoc Newman-Keuls
seflala que los animales tratados con nicotina realizaron més cruces durante
el periodo de adaptacién que los ratones control. También encontramos un
efecto significativo del factor Ansiedad [F(2,37)=3,37; p<0.05]. Los
animales aislados de alta ansiedad realizaron menos cruces que los aislados

de ansiedad moderada.

-‘Condicién Agrupados’: No se hallaron diferencias para esta condicién de

alojamiento en ninguno de los tres factores analizados ni en sus

interacciones.

263



Aislamiento socialy aprendizaje en ratones NMRI.
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Figura 4-15: Media (:SEM) los CRUCES DURANTE LA ADAPTACION realizados durante la
adquisicion del condicionamiento de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su
condicion de alojamiento y en su nivel basal de ansiedad.

AIS/NIC-AA AGRINIC-AA
AIS/SUE-AA -AGR/SUE-AA
AIS/NIC-MA AGR/NIC-MA
AIS/SUE-MA AGR/SUE-MA
AISLADOS AIS/NIC-BA AGRUPADOS =AGRINIC-BA
AIS/SUE-BA 30 sAGR/SUE-BA
30
25
25
20 -
8 2 R
< <
©
& 15
15 ®
0 8
10 10
Dias Dias

Figura 4-16: CRUCES EN LA ADAPTACION durante los 5 dias de adquisicién del condicionamiento
de evitacion activa por los ratones NMRI aislados y agmpados.
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6) Cruces en el ITI: El factor Alojamiento resulté significativo [F(1,

133)=44,60; p<0.001]. Las comparaciones mostraron que los animales aislados

realizaron significativamente mas cruces entre ensayos que los animales

agrupados (Figura 4-18).

Para el factor Dia también se encontraron diferencias significativas
[F(4,532) =10,84; p<0.001]. Comparaciones a posteriori sefialan que a medida que
van pasando los dias los animales van aprendiendo a cruzar mas veces durante el
ITI (Figura 4-17).

La interaccion Tratamiento x Alojamiento x Ansiedad resulté significativa
[F(2,133)=5,00; p<0.01]. El analisis para cada condicién de alojamiento sefiald
que:

- ‘Condicién Aislados’: 1a variable Tratamiento no result6 significativa; si lo

fue la interacciéon Tratamiento x Ansiedad [F(2,133)=3,03; p<0.05]. El

andlisis posterior para detectar los efectos de la interaccién sefiala que los

ratones de ansiedad intermedia tratados con nicotina realizaron un mayor
numero de cruces en este periodo que los ratones clasificados de alta

ansiedad tratados con nicotina.

- ‘Condicién Agrupados’: no se hallaron diferencias en el nivel de ansiedad

y tampoco en el tratamiento con nicotina.
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Figura 4-17: Media (£SEM) de los CRUCES DURANTE el ITI realizados durante la adquisicion del
condicionamiento de evitacion activa por ratones NMRI que difieren en su condicion de alojamiento
y en su nivel basal de ansiedad.
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Figura 4-18: CRUCES EN EL ITI durante los 5 dias de adquisicion del condicionamiento de
evitacion activa por los ratones NMRI aislados y agrupados.
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7) Defecaciones: El factor Alojamiento resultdé significativo
[F(1,133)=4,90; p<0.05] y las pruebas post-hoc indicaron que los animales
aislados tuvieron un menor numero de defecaciones que los animales agrupados

(Figura 4-20).

Encontramos también diferencias en las defecaciones de los animales en
funcién del Tratamiento [F(1,133)=15,41; p<0.001]. Los animales tratados con
nicotina tuvieron significativamente un menor nimero de defecaciones que los

tratados con suero fisiologico (Figura 4-19).
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Figura 4-19: Media (:SEM) de las DEFECACIONES durante la adquisicion del condicionamiento
de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su condicion de alojamiento y en su nivel basal
de ansiedad.

AIS/NIC-AA AGRI/NIC-AA
AIS/SUE-AA AGR/SUE-AA
AISLADOS AIS/NIC-MA AGRI/NIC-MA
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Figura 4-20: DEFECACIONES durante los 5 dias de adquisicion del condicionamiento de evitacion
activa por los ratones NMRI aislados y por los agrupados.
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9) Formula de aprendizaje: este dato es el resultado de la siguiente

formula para obtener una medida ponderada del aprendizaje real:

Evitaciones/ (evitaciones + escapes + cruces en el ITI) x 100

El ANOVA teniendo en cuenta los factores Alojamiento, Ansiedad y
Tratamiento sefialé diferencias significativas en la medida real de aprendizaje
segin el nivel de ansiedad de los ratones [F(2,133)=5,18; p<0.01]. Las
comparaciones entre los grupos indicaron que los animales de baja ansiedad
aprendieron mejor la tarea que los animales con ansiedad moderada; sin embargo,
no encontramos diferencias entre los grupos de alta y baja ansiedad (ver Figura 4-
21). El analisis no seiialéo diferencias provocadas por el Tratamiento. El régimen
de Alojamiento tampoco provocé efectos significativos en el aprendizaje del

condicionamiento de evitacién activa (ver Figura 4-22).

El factor Dia resulté significativo [F(4,532)=16,26; p<0.001], sefialando una

progresion de aprendizaje con el paso de los dias (ver Figura 4-23).

ALTA MODERADA BAJA ANSIEDAD

Figura 4-21: Media (£SEM) del porcentaje de aprendizaje obtenido durante la adquisicion del
condicionamiento de evitacion activa en ratones NMRI que difieren en su nivel basal de ansiedad.
*p<0.05 Ratones baja ansiedad vs ratones de ansiedad moderada.
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Figura 4-22: Media (xSEM) del
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los ratones NMRI que

difieren en su condicion de alojamiento y en su nivel basal de ansiedad. El % de aprendizaje es el
resultado de la siguiente formula: [n° de evitaciones/(n® evitaciones + n° de escapes + n° cruces ITI)

x 100].
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AIS/NIC-MA
—B— AIS/SUE-MA
—#— AIS/NIC-BA
AIS/SUE-BA

Dias

AGRUPADOS

35

20

AGR/NIC-AA
AGR/SUE-AA
AGR/NIC-MA
AGR/SUE-MA
AGR/NIC-BA
AGR/SUE-BA

Dias

Figura 4-23: Evolucién del APRENDIZAJE durante los 5 dias de adquisicion del condicionamiento
de evitacion activa por los ratones NMRI aislados y por los agrupados.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS (ver Tabla 4-2).

v" Los ratones aislados realizaron mas evitaciones que los animales

agrupados.

v" Los animales aislados realizaron mas cruces tanto en el periodo de

adaptacion como en el ITI que los agrupados, y también mas defecaciones.

v" En el grupo de ratones con ansiedad moderada, los animales aislados
que habian recibido tratamiento con nicotina realizaron mas evitaciones que

los tratados con suero.

v Los ratones agrupados tuvieron mayor nimero de no respuestas y una

latencia de respuesta mas larga que los animales aislados.

v" Los agrupados tratados con nicotina realizaron un menor nimero de

evitaciones que los tratados con suero.

v' Respecto al porcentaje de aprendizaje real, los animales de baja
ansiedad aprendieron mejor la tarea que los animales de ansiedad moderada,
aunque no hubo diferencias entre los niveles extremos de ansiedad (alta y

baja).
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TABLA 4-2 : Efectos diferenciales del Alojamiento (AISLADO O AGRUPADO) de la Ansiedad (ALTA, MODERADA O BAJA) y del Tratamiento

(NICOTINA 0.35mg/kg o VEHICULO) en el condicionamiento de evitacion activa en ratones macho NMRI. Los datos se presentan como los valores de la

MEDIA + SEM.

GRUPOS

Medidas

Evitaciones

Escapes

No respuestas

Latencia de Respuesta

Cruces Adaptacién

Cruces ITI

Defecaciones

% Aprendizaje

Aislados

AIS/AA-NIC

13,3+ 1,16

7,75+ 0,69

8,96 + 1,42

11,75+0,67

19,27+1,07

36,66 +3,83

1,61 + 0,36

23,15 1,73

AIS/AA-VEH

16,8 = 1,32

8,24+ 0,78

4,96 £ 1,62

9,86 + 0,77

18,56+U2

54,82 £4,37

2,34 £0,41

22,08 £2,31

AIS/MA-NIC

16,74+1,12

891 = 0,66

4,34+ 1,37

9,64 £0,65

23,21 + 1,03

57,04 +£3,69

2,05 + 035

20,55 +0,85

AIS/MA-VEH

13,46+ 1,21

9,61 +0,71

6,75+ 1,48

11,34+0,7

18,88+ 1,11

44,433,99

3,15+0,37

19,91 +£0,65

AIS/BA-NIC

16,12+ 1,26

8,94 £0,75

4,92+ 1,55

9,89+0,73

207 £ 1,16

43,56+4,17

2,32+0,39

23.68 £1,06

AIS/BA-VEH

16,38+1,26

8,63+ 0,75

5,16+ 1,55

10,39+0,73

188+ 1,16

43,96 +4,17

2,7+ 0,39

24,02 + 1,03

Agrupados

AGR/AA-NIC AGR/AA-VEH

11,84+ 1,1211,91 +1,12

8,61 £0,66 8,45 £ 0,66

9,52+1,37 9,55+ 1,37

12,41 0,6512,4 £0,65

14,44+1,03 15,6 + 1,03

28,37+ 3,69 30,7 £ 3,69

2,64+0,35 2,84+ 0,35

24,15 £1,81 22,88 +1,39

AGR/MA-NIC

10,13+ 1,16

926 0,69

10,75+ 1,42

13,19+0,67

17,5+ 1,07

30,52+3,83

2,24 0,36

20,38 +1,09

AGR/MA-VEH AGR/BA-1VIC AGR/BA-VEH

13,56+ 1,21

9,96 +0,71

68+ 148

11,24+0,7

17,28+ 1,11

36,51+3,99

3,48 +0,37

22,76 £0,92

11,4*%1,26

8,85 +0,75

9,74 £1,55

12,61+0,73

17,5241,16

27,2144,17

2,18 0,39

24,58+2,27

14,46x1,32

9,92+0,78

5,62+1,62

10,95+0,77

15,88+1,22

34,38+4,37

3,7240,41

24,51+1,57

puaadp A p1os opanuv]sty
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Evitacion

TABLA 4-3

: Resumen de los resultados de los analisis

macho NMRI que difieren en su nivel de ansiedad

Factores entre-sujeto

Medidas
Evitaciones

Escapes
No respuestas

Latencia de
Respuesta

Cruces
Adaptacion

Cruces ITI
Defecaciones

%Aprendizaje

TRATAMIENTO

F(1,133)
2,79 (NS)
0,99(NS)
3,32 (NS)

1,77(NS)

3,35 (NS)
2,38(NS)
15,41(.001)

0,004 (NS)

Factores intra-sujeto

Medidas
Evitaciones

Escapes
No respuestas

Latencia de
Respuesta

Cruces
Adaptacion

Cruces ITI
Defecaciones

%Aprendizaje

DIA
F(4,532)

34,58 (.001)
6,02 (.001)

20,56 (.001)

34,63 (.001)

37,65 (.001)
10,84 (.001)
0,28 (NS)

16,26 (.001)

ALOJAMIENTO(H)

F(1,133)
21,49 (.001)
141 (NS)

10,68 (.001)

16,50 (.001)

28,29 (.001)
44,60 (.001)
4,90 (.02)

1,33 (NS)

DxT
F(4,532)

,60 (NS)
0,71 (.001)

0,53 (NS)

0,63 (NS)

10,79 (.001)
1,45 (NS)
0,10 (NS)
021 (NS)

ANSIEDAD

F(2,133)
1,07(NS)
2,93(NS)

1,58(NS)

0,79(NS)

422(.02)
1,86(NS)
1,32(NS)

5,18 (01)

DxH
F(4,532)

0,45 (NS)
0,24 (NS)

0,13(NS)

0,99 (NS)

0,53 (NS)
1,01 (NS)
2,46 (NS)
0,72 (NS)

TxH

F(2,133)

2,09 (NS)

0,08 (NS)

1,67 (NS)

2,59 (NS)

2,22 (NS)

0,47 (NS)

0,34 (NS)

0,22 (NS)
DxA DxTxH
F(8,532) F(4,532)
0,83 (NS) 0,74 (NS)
1,96 (NS) 0,38 (.05)
0,72 (NS) 0,38 (NS)
0,76 (NS) 0,55 (NS)
0,99 (NS) 1,17 (NS)
0,60 (NS) 0,67 (NS)
1,78 (NS) 1,75 (NS)

0,63 (NS)

0,79 (NS)

TxA
F(2,133)

0,63 (NS)
0,15 (NS)

0,22 (NS)

0,35 (NS)

1,40 (NS)
3,03 (NS)
0,94 (NS)

0,51 (NS)

DxTxA
F(8,532)

0,78 (NS)
0,62 (NS)

0,62(NS)

0,82 (NS)

2,30 (.02)
1,82 (NS)
1,12 (NS)
055(NS)

HxA
F(2,133)

0,04 (NS)
0,03 (NS)
0,61 (NS)

0,07 (NS)

0,24 (NS)
0,29 (NS)
0,47 (NS)

0,05 (NS)

Dx HxA
F(8,532)

0,87 (NS)
0,83 (NS)
0,56 (NS)

0,55 (NS)

0,67 (NS)
0,49 (NS)
1,19 (NS)

0,02(NS)

estadisticos de la prueba de condicionamiento de evitacién activa en ratones

TxHxA
F(2,133)

4,66 (.01)
0,48 (NS)

3,57 (.03)

4,32 (.02)

0,92 (NS)
5,00 (.01)
1,19 (N

0,44 (NS)

DxTxHxA
F(8,532)

0,53 (NS)
1,25 (NS)
1,00 (NS)

0,63 (NS)

131 (NS)
1,55 (NS)
0,67 (NS)

0,42 (NS)
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4.3.- DISCUSION

El objetivo principal de este experimento fue investigar si el nivel de
ansiedad mostrado por los animales modula la capacidad de aprendizaje del
condicionamiento de evitacidon activa en ratones. Para ello, inicialmente
analizamos si la actividad motora de los animales que difieren en su nivel de
ansiedad podria modular los efectos del aislamiento social en el aprendizaje del
condicionamiento de evitacion activa. En este experimento también nos interesé
determinar como las condiciones de alojamiento y la administracién de nicotina
pueden influir en la posible relacion entre ansiedad y aprendizaje en esta tarea de

aprendizaje no declarativo.

Efectos de las condiciones de alojamiento y del nivel de ansiedad en la

actividad motora espontinea

Los resultados obtenidos muestran el claro incremento de la actividad
motora espontanea en ratones macho NMRI tras un periodo en condiciones de
aislamiento (30 dias), confirmando los resultados obtenidos en los experimentos
realizados en la presente Tesis Doctoral (Experimento I y Experimento III), asi
como lo descrito en diversos trabajos realizados tanto con esta misma cepa de
ratones como con otras distintas (Hilakivi y cols., 1989; Guo y cols., 2004). Un
dato de interés es que los diferentes grupos de ratones clasificados segin su nivel
basal de ansiedad (alta, moderada o baja) no difirieron en la actividad motora
medida en el actimetro. Este resultado es consistente con investigaciones previas
realizadas, en las que no se han hallado diferencias entre la actividad motora
mostrada por ratas con alto y bajo nivel de ansiedad cuando fueron observadas
durante 4 dias en sus propias jaulas (Henniger y cols., 2002). Sin embargo, en este
mismo estudio (Henniger y cols., 2002) encontraron que en el paradigma de black-
white box las ratas con alta ansiedad fueron menos activas que las de baja

ansiedad. Estos resultados sugieren que las ratas con distinto nivel de ansiedad
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difieren en sus reacciones a una situacién nueva o estresante pero no en su nivel
basal de actividad locomotora (Henniger y cols., 2002). En otros paradigmas,
como la prueba de natacién forzada o el test de campo abierto, no se observaron
diferencias entre ratas con alto y bajo nivel de ansiedad (Ho y cols., 2002). No
obstante, en el presente experimento encontramos una interaccién entre las
condiciones de alojamiento y el nivel basal de ansiedad cuando se evaluo la
actividad motora espontianea de los ratones. Los animales aislados de baja
ansiedad fueron mas activos que los agrupados de su mismo nivel de ansiedad.

(ver Figura 4-6).

Efectos de las condiciones de alojamiento, el nivel de ansiedad y la
administracion de nicotina en la adquisicion del condicionamiento de evitacion

activa.

El resultado mas destacado fue que las condiciones de alojamiento
modularon la adquisicion del condicionamiento de evitacion activa: el nimero de
evitaciones fue mayor en los ratones NMRI aislados que en los agrupados,
mientras que la conducta de escape no resultd alterada por el aislamiento social.
Estos datos son, en parte, consistentes con los obtenidos por Essman (1971) que
demostr6 que el aislamiento no modificaba las respuestas de escape, pero afectaba
a las respuestas de evitacion condicionada. Existen, sin embargo, importantes
diferencias entre ambos trabajos, ya que en la investigacion realizada por este
autor, los ratones utilizados eran de la cepa OF1 y el periodo de aislamiento fue de
165 dias, bastante més prolongado que el utilizado en nuestro experimento.
Ademaés, debemos indicar que cuando se tuvieron en cuenta todas las posibles
conductas motoras del animal al aplicar la formula de aprendizaje real, no se

obtuvieron diferencias significativas entre ratones aislados y agrupados.

Se ha sugerido que los factores ambientales podrian ejercer efectos
diferenciales segun el paradigma conductual aplicado en cada investigacion.

Cambios ambientales como, por ejemplo, variaciones en el tamafio de las jaulas
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(grandes vs pequeiias) o cambios en las condiciones de alojamiento (alojamiento
individual vs alojamiento en grupo) podrian influir sobre la ejecucién de los
animales en tareas de aprendizaje (Adams y cols.,, 2001). Las observaciones
obtenidas en el presente trabajo concuerdan con otras investigaciones previas
donde se ha hallado que el aislamiento social en ratas puede facilitar el aprendizaje
espacial, tanto en el laberinto de agua de Morris como en el aprendizaje inverso de
esta tarea espacial (Wongwitdecha y Marsden, 1996a). En una prueba de
inhibicién condicionada también se ha encontrado que el alojamiento individual
facilita la adquisicion de este condicionamiento (Harmer y Phillips, 1998a). No
obstante, algunos estudios han mostrado que el aislamiento puede no afectar o
incluso deteriorar la ejecucion de otras tareas de aprendizaje. Por ejemplo, en ratas
sometidas a aislamiento social temprano se observé un deterioro de la memoria de
trabajo en el laberinto radial (Einon, 1980; Juraska y cols., 1984). El aislamiento
social también puede inducir un deterioro del aprendizaje en una tarea de evitacion
pasiva (Del Arco y cols., 2004) y en una tarea discriminativa en la que los
animales debian revertir una asociacién estimulo-recompensa previamente
establecida (Schrijver y cols., 2004). Sin embargo, este aislamiento social no
afecté al aprendizaje espacial del laberinto de agua (Schrijver y cols., 2004).
Coudereau y colaboradores (1997b) no han encontrado en ratones NMRI efectos
significativos del aislamiento sobre el aprendizaje espacial y evitacién pasiva,
aunque el aislamiento durante 30 dias bloqued el condicionamiento de preferencia
de morfina. En el Experimento I de la presente Tesis Doctoral, también se observo
que en la adquisicion del laberinto de agua de Morris, el régimen de aislamiento

no producia deterioro en la ejecucidn de esta tarea espacial en ratones NMRI.

De acuerdo con los datos obtenidos en la presente investigacion, el efecto de
las manipulaciones ambientales (condiciones de alojamiento) fue evidente en el
condicionamiento de evitacién activa, confirmando la sugerencia de algunos
autores de que dichas manipulaciones pueden tener mayor influencia cuando la
tarea requerida es compleja (Vaglenova y cols., 2004). Nosotros observamos que
los animales aislados mostraban mayor niimero de evitaciones y menor ntimero de

no respuestas en comparacion con los agrupados. Estos resultados podrian
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explicarse, al menos en parte, por el hecho de que los ratones aislados se muestran
mas reactivos frente a estimulos o situaciones novedosas (Hilakivi y cols., 1989),
y que su actividad motora podria ser mayor en esta situacién de aprendizaje (del
Arco y cols., 2004). En apoyo de esta hipétesis, recientemente se ha informado de
que el aislamiento social en ratas provoca una hiper-reactividad conductual y
hormonal frente a estimulos estresantes tanto en el laberinto elevado en forma de
cruz como en el condicionamiento de miedo. Los cambios observados en las
respuestas inmuno-endocrinas también estarian indicando que estos ratones son
altamente responsivos a situaciones experimentales nuevas (Weiss y cols., 2004).
Este incremento en la activacion se ha relacionado con cambios en el sistema

dopaminérgico mesolimbico (Robbins y cols., 1996).

En roedores se ha observado que las diferencias individuales en ansiedad
podrian modular la adquisicién y la ejecucion en algunas tareas de aprendizaje
(Beuzen y Belzung, 1995; Ribeiro y cols., 1999; Krazem y cols., 2001; Bert y
cols., 2002). Por esta razén, ademas de las condiciones de alojamiento, en nuestro
disefio experimental tomamos en consideracidn el nivel basal de ansiedad como
otro posible factor modulador de la conducta, ya que el aislamiento social puede
modificar el nivel de ansiedad en ratones (Rodgers y Cole, 1993). Estudios con
ratas que difieren en su nivel de ansiedad, clasificadas segun la conducta mostrada
en el laberinto elevado, han encontrado diferencias en el aprendizaje del
condicionamiento de evitacién: las ratas ansiosas realizaron un menor numero de
evitaciones que las menos ansiosas (Ho y cols., 2002). En nuestra investigacion,
los grupos de ratones NMRI que difieren en el nivel basal de ansiedad no
mostraron diferencias en el niimero de evitaciones o no respuestas en shuttle box,
aunque algunas diferencias emergieron cuando tomamos en consideracién el
tratamiento farmacoldgico administrado. Estos hallazgos concuerdan con los
obtenidos con ratas Wistar, en las que se encontré que los niveles basales de
ansiedad no influian en la ejecucién en el laberinto de Morris (Bert y cols., 2002).
Coincidiendo con otros autores (Griebel y cols., 2000) una posible explicacién
para la ausencia de efecto del nivel de ansiedad en el condicionamiento de

evitacion en la cepa NMRI, podria ser que esta cepa muestra niveles bajos de
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conducta ansiosa, con pequefios porcentajes de tiempo pasados en los brazos
cerrados del laberinto elevado. Sin embargo, hay que indicar que cuando
aplicamos la fébrmula de aprendizaje real que corrige el efecto de la posible
hiperactividad motora, se observa que los ratones con baja ansiedad realizaron
mejor la tarea que los de ansiedad moderada. Aunque las diferencias en porcentaje
eran pequeiias, estarian indicando que los cambios en actividad motora inducidos
por el aislamiento o por la administracién de nicotina, podrian estar enmascarando

el papel modulador de la ansiedad.

Investigaciones previas han puesto de manifiesto que los efectos de los
farmacos en conductas como la actividad motora (Faraday y cols., 2001), la
interaccién social (Scheufele y cols., 2000) o el aprendizaje (Esmann, 1971)
podrian depender de las condiciones de alojamiento. En el estudio realizado por
Essman (1971) se encontr6 que la administracion de nicotina mejoraba la
ejecucion de una tarea de evitacion activa en ratones aislados pero la empeoraba
en los agrupados. Los resultados de la presente investigacion, utilizando un corto
periodo de aislamiento, confirman este deterioro que afecta especialmente a los
ratones agrupados, aunque en nuestro estudio no observamos una mejora del
aprendizaje en ratones aislados tras la administracién de nicotina. En nuestro
estudio los ratones NMRI, tanto aislados como agrupados, tratados con 0,35
mg/kg de nicotina antes del entrenamiento diario en la tarea, no mejoraron la
adquisicién de la tarea de evitacidon activa. De hecho, parece que la nicotina
deteriord el aprendizaje en ratones agrupados, aunque en aislados no se apreciaron
efectos significativos. Estos datos concuerdan con algunos estudios en lo que no se
observd un efecto significativo de la nicotina en la tarea de evitacién activa.
Algunos autores indican que la nicotina induce un déficit en la retencion de esta
tarea de condicionamiento, aunque este deterioro puede depender de la cepa
utilizada (Gilliam y Schlesinger, 1985). Sansone y colaboradores (1994) también
sefialan que la nicotina facilité el aprendizaje de evitacién con dosis de 0,5 mg/kg
aunque a dosis mas bajas resulté inefectiva. Nuestros datos, sin embargo,
contrastan con otros trabajos en los que la administracién de nicotina a dosis

menores de 0,5 mg/kg increment6 la tasa de aprendizaje (Evangelista y cols.,
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1970; Essman, 1971; Orsingher y Fulginiti, 1973). En ratas la nicotina puede
inducir una mejora dosis-dependiente en una tarea de evitacion activa, aunque este
efecto interacciona con el género de los animales: a bajas dosis la nicotina mejord
el aprendizaje en ambos sexos; a dosis altas el efecto positivo se mantuvo en
machos pero la ejecucién en ratas hembras se deterioré (Yilmaz y cols., 1997).
Los efectos de la nicotina en camadas de ratas que habian recibido nicotina
prenatalmente han mostrado que esta sustancia psicoactiva puede incrementar la
capacidad de aprendizaje en las crias hembra, pero no en las crias macho
(Genedani y cols., 1983) o incluso producir déficits en aprendizaje, tanto en ratas

macho como en hembras (Vaglenova y cols., 2004).
En suma, nuestros resultados apoyan la idea de que las condiciones de

alojamiento podrian ser una variable relevante en la evaluacion de los efectos de la

nicotina en tareas de aprendizaje.
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V.- DISCUSION GENERAL

Las manipulaciones ambientales eh roedores tienen una larga tradicion en la
investigacidon neurocientifica como instrumento para estudiar los mecanismos
bioldgicos que subyacen a la conducta (Schrijver y cols., 2002). En la presente
investigacion, nuestro objetivo general fue evaluar el efecto del aislamiento social
sobre la capacidad de aprendizaje de tareas complejas en roedores. Uno de los
aspectos que se tuvo en cuenta en el disefio de los experimentos fue la posibilidad
de valorar como los posibles cambios en la actividad motora y en los niveles de
ansiedad y agresividad inducidos por el aislamiento en ratones podrian modular
los efectos de la nicotina sobre la capacidad de aprendizaje en las tareas evaluadas

(aprendizaje espacial y condicionamiento de evitacion activa).

En esta discusion general se integran los diferentes aspectos estudiados a lo

largo de los cuatro experimentos incluidos en esta Tesis Doctoral.

1.- Efectos del aislamiento social sobre la actividad motora espontdnea

En la presente investigacion se evaluo la actividad motora espontanea con el
fin de comprobar si la ejecuciéon mostrada por los animales en las tareas de
aprendizaje realizadas en los diferentes experimentos (condicionamiento de
evitacion activa y aprendizaje espacial en el laberinto de agua) podria en parte
estar influida por cambios de conducta mas generales relacionados con las
condiciones de alojamiento o con las posibles variables moduladoras de tipo

emocional (cambios en el nivel de ansiedad o agresividad de los animales).

En roedores, la hiperactividad espontanea en respuesta a un nuevo ambiente
es uno de los hallazgos mas consistentes tras un periodo de aislamiento (Robbins
y cols., 1996; Hall, 1998; Weiss y cols., 2000). La robustez de este efecto se pone

de manifiesto cuando constatamos que se obtiene en numerosos laboratorios que
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difieren en cuanto a condiciones exactas de alojamiento, manejo de los animales,
diferentes protocolos y aparatos de prueba... (Schrijver y cols., 2002). En nuestra
investigacion se confirma ampliamente este efecto de hiperactividad tras el
aislamiento, ya que se observa un aumento significativo de la actividad motora
espontdnea en los ratones alojados individualmente en los tres experimentos en
que se tomd dicha medida (Experimentos 1, 3 y 4). Nuestro estudio aporta
ademas nuevos datos en comparacion con los obtenidos en investigaciones
previas sobre este tema, ya que demuestra que dichos cambios en la actividad
locomotora que se observan en ratones aislados pueden estar modulados por el
nivel de ansiedad de los animales. En el Experimento 4 se obtuvo una interaccién
entre alojamiento y el nivel de ansiedad, observandose que los animales aislados
con bajo nivel de ansiedad fueron mas activos que los agrupados con el mismo

nivel de ansiedad.

El presente trabajo no confirma las diferencias previamente descritas en
actividad motora espontinea entre ratones agresivos y no agresivos (Kvist y cols.,
1997; Sandnabba, 1996). Hay que sefialar, sin embargo, que en estas
investigaciones las comparaciones habian sido realizadas entre grupos de ratones
seleccionados genéticamente teniendo en cuenta sus niveles basales de ansiedad o
diferencias en agresion. El tipo de seleccién de los ratones realizado en nuestro
estudio, teniendo en cuenta la clasificacién de los animales en base a su ejecucion
en diferentes tests conductuales no representa claramente diferencias tan extremas
como las obtenidas tras seleccion genética, pero puede resultar util con el fin de

evaluar el posible papel modulador de variables emocionales sobre el aprendizaje.
2.- Efectos del aislamiento social sobre el nivel de ansiedad evaluado en el
laberinto elevado
El aislamiento social incrementa la ansiedad en diferentes medidas

conductuales (Haller y cols., 2000). Por ello, se considerd interesante evaluar si

dichos cambios emocionales podrian interferir con la ejecucion de las tareas
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aprendidas, tal como habia sido sugerido previamente por otros autores

(Hellemans y cols., 2004).

En los Experimentos 3 y 4 se observa que la distribucion de los animales,
tanto aislados como agrupados, en cuanto a la conducta mostrada en el laberinto
elevado muestra variabilidad individual, confirmando las observaciones
realizadas en otros trabajos (Griebel y cols., 2000). En general, se ha descrito que
los ratones de la cepa NMRI presentan un bajo nivel de emocionalidad, ya que
estos animales tienen bajos niveles de respuesta de evitacion a los brazos abiertos
del laberinto elevado y un nivel moderado de ansiedad en el denominado test de
luz/oscuridad (Griebel y cols., 2000). El presente estudio amplia esta descripcion
general de la conducta de los ratones NMRI en el laberinto elevado poniendo de
manifiesto que no todos los ratones de esta cepa presentan ese bajo nivel de
ansiedad. Por otra parte, nuestros experimentos confirman que el aislamiento
social en ratones no parece inducir claros efectos sobre la ansiedad. Sin embargo,
esta condiciéon de alojamiento modifica el perfil conductual en el laberinto
elevado ya que los ratones aislados incrementan aquellas conductas que reflejan

mayor actividad motora (como las entradas totales a brazos del laberinto).

El hecho de que los animales se distribuyan en diferentes categorias en
cuanto a su nivel de ansiedad (alta, baja y moderada) facilita el estudio de las
variables moduladoras. Se ha sugerido que nivel de ansiedad podria influir en el
modo en que el animal se enfrenta al diferentes tareas. Asi, en ratas seleccionadas
genéticamente en base a su nivel de ansiedad (ratas HAB con alto nivel de
ansiedad y ratas LAB con bajo nivel de ansiedad) se observa que aquellas ratas
con mayor nivel de ansiedad adoptan estrategias de afrontamiento mas pasivas y

son mas vulnerables y susceptibles a situaciones estresantes (Landgraf, 2003).
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3.- Efectos del aislamiento social y de la administracion de nicotina sobre

la adquisicion de tareas de aprendizaje

Diversos hallazgos sugieren que las condiciones de alojamiento en animales
de laboratorio pueden influir sobre la respuesta a diferentes firmacos (Majercsik
y cols., 2003). Recientemente se ha prestado una considerable atencion al papel
de los receptores dopaminérgicos como moduladores de la respuesta emocional
en condiciones de aislamiento (Gendreau y cols., 2000) pero el sistema
colinérgico ha recibido menor atencibn como modulador de la respuesta
emocional. Una de las conclusiones del presente estudio es que el aislamiento
social puede incrementar la sensibilidad a los efectos de la nicotina, aunque
dichos efecto tnicamente se observa bajo determinadas condiciones
experimentales. Por ejemplo, en el primer experimento se observa que la nicotina
deterioré la conducta de evitacién en ratones agrupados pero no afectd a los

aislados.

Para nuestro conocimiento éste es el primer estudio que ha evaluado los
efectos de la nicotina en ratones aislados y agrupados teniendo en cuenta el papel
modulador de variables emocionales como el nivel de ansiedad y agresividad de
los animales tras un periodo de aislamiento social. Se ha planteado que podrian
existir diferencias entre animales aislados y agrupados en la capacidad de
establecer asociaciones entre la droga y el contexto (Smith y cols., 2003). Por
ejemplo, Coudereau y colaboradores (1997b) informaron que los ratones aislados
no mostraban preferencia de lugar condicionada para la morfina bajo condiciones
en las cuales se observaba una clara preferencia en ratones agrupados. Estos
efectos se obtuvieron pese a que ambos grupos no diferian en la capacidad de
aprendizaje espacial en el laberinto de agua, o en su capacidad de adquirir una

tarea de evitacion pasiva.
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3.1.- Papel modulador del nivel basal de ansiedad sobre los efectos del

aislamiento social en la adquisicion de tareas de aprendizaje

La emocionalidad es uno de los componentes que subyacen a la capacidad
de un organismo para evaluar los estimulos estresantes y enfrentarse
adecuadamente a los mismos (Landgraf, 2003). Uno de los objetivos de la
presente investigacion fue evaluar si el aprendizaje y la ansiedad podrian estar
relacionados en ratones sometidos a una situacién de aislamiento social. Para ello
comparamos ratones clasificados como muy ansiosos, moderadamente ansiosos, o
no ansiosos en cuanto a su ejecucion en diversas tareas de aprendizaje en las que
intervienen requerimientos diferentes (laberinto de agua, evitacion activa).
Considerando los resultados obtenidos en los Experimentos 3 y 4 podemos
sugerir que el nivel basal de ansiedad de los ratones NMRI tras un periodo de
aislamiento social no modulé directamente ni la adquisicion ni la retencion del
laberinto de agua. En el condicionamiento de evitacién activa, el nivel de

ansiedad interacciono con los efectos de 1a nicotina.

En el presente estudio a los ratones se les administré nicotina o suero
fisiolégico previamente a la realizacion de las tareas de aprendizaje. Por ello hay
que tener en cuenta que los posibles efectos ansioliticos y/o ansiégenos de la
nicotina pueden haber influido sobre los efectos conductuales observados. Los
efectos de la nicotina sobre la ansiedad dependen de la especie, cepa, condiciones
de alojamiento de los animales, asi como de la pauta de administraciéon del
farmaco (Faraday y cols., 1999) y del test conductual empleado (Cheeta y cols.,
2001). Aunque en ratones se ha demostrado que la nicotina puede tener efectos
ansioliticos (Brioni y cols., 1993), estudios previos realizados en nuestro
laboratorio con ratones NMRI alojados en grupo indican que, cuando se
administra de forma aguda, la nicotina induce en el laberinto elevado efectos que
pueden interpretarse como ansidgenos (datos no publicados). Otros trabajos
también han encontrado que la nicotina puede aumentar la ansiedad en ratas

agrupadas (Faraday y cols., 1999).
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3.2.- Papel modulador del nivel basal de agresividad sobre los efectos

del aislamiento social en la adquisicion de tareas de aprendizaje

Existe un renovado interés en el estudio de la agresion aunque se debe
enfatizar el hecho de que la agresién no es un fendmeno unitario y su analisis
resulta comparativamente mas complejo que el de otras conductas (Blanchard y
cols., 2003). La investigacion de la agresividad natural mostrada por los roedores
en el laboratorio ha resultado ser un método extremadamente util para
comprender tanto el control como los posibles efectos de esta conducta (Haller y
Kruk, in press).

Se ha demostrado que las ratas macho que presentan una estrategia de
afrontamiento més agresiva se caracterizan por una elevada actividad
simpatico/adrenomedular tanto a estimulos sociales como no sociales (Sgoifo y
cols., 1996). A este respecto, una idea importante es la de afrontamiento pasivo o
activo, concepto revisado y ampliado por Koolhaas y colaboradores (1999). Los
animales que muestran un estilo activo o proactivo se caracterizan por altos
niveles de agresion, dominancia y territorialidad, pero también tienen mayor
tendencia a desarrollar conductas més rutinarias y rigidas, con mayor motivacién
intrinseca. A nivel de reactividad autonémica, estos animales presentan mayor
actividad simpatica y menor reactividad del eje HHA. En cambio, los animales
que desarrollan un estilo pasivo o reactivo son menos agresivos, menos
territoriales y, en general, mayor subordinacién aunque son mas flexibles y estan
mads influidos por los cambios en los estimulos ambientales. A nivel de
reactividad autonémica, estos animales presentan mayor actividad parasimpatica

y mayor reactividad del eje HHA.

La existencia de estas diferencias en la capacidad de afrontamiento en
roedores plantea la cuestion de si realmente tales diferencias también se ven
reflejadas cuando el animal es confrontado en una tarea con alto componente

emocional. El disefio experimental seguido en los Experimentos 1 y 2 de la
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presente Tesis Doctoral intentan, en parte, contestar a dicha cuestién. Nuestros
resultados sugeririan que en el laberinto de agua, el aislamiento social influye
sobre la ejecucion de los animales; sin embargo el nivel de agresion no modula
directamente dicho efecto. En el aprendizaje de evitacidon activa tampoco se
observaron diferencias entre los ratones con alto (ratones SAL) y bajo nivel de
agresividad (ratones LAL) en cuanto al nimero de evitaciones, aunque en esta
tarea, los ratones aislados SAL realizaron un mayor nimero de cruces de
adaptacién y cruces ITI que los aislados LAL. Se observé también una
sensibilidad diferencial a los efectos de la nicotina entre ratones SAL y LAL

durante el entrenamiento en esta tarea.

4.- Implicaciones de los resultados obtenidos

4.1.- Utilidad de la clasificacion de los animales previamente a la

realizacion del test de aprendizaje

Diferentes autores han utilizado clasificaciones basadas en la seleccion de
animales por rasgos o diferencias extremas de ansiedad (Landgraf, 2003) o
agresion (Koolhaas y cols., 1999) utilizando cepas genéticamente seleccionadas
(como las ratas HAB y LAB para la ansiedad, y los ratones SAL/LAL para la
agresion). Una de las principales aportaciones del presente trabajo de
investigacion consiste en desarrollar un método de clasificacion que no se apoya
en diferencias tan extremas pero puede resultar util para poner de manifiesto las

diferencias individuales en la capacidad de afrontamiento de diversas tareas.

La estrategia de clasificar a los ratones en base a su nivel de agresividad ha
sido aplicada previamente por nuestro grupo de investigacién tanto en ratones de
la cepa NMRI, utilizada en la presente Tesis (Moragrega y cols., 2002), como en
otras cepas de ratones como la OF1 (Redolat y cols., 2005). Los resultados
obtenidos en este trabajo confirman que los criterios aplicados para la

clasificacion de los animales son adecuados ya que nos han permitido obtener
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grupos de ratones con diferente latencia de ataque, que podria estar reflejando un
diferente umbral de irritabilidad y se manifestaria posteriormente por la conducta
que el animal muestra ante una nueva situacién ambiental. La principal dificultad
surgida al aplicar nuestro criterio de clasificacion fue la imposibilidad de obtener
un numero suficiente de animales SAL (con corta latencia de ataque y, por tanto,
elevado nivel de agresividad) entre los ratones que habian permanecido alojados
en grupo. Dicha dificultad se relaciona con el hecho de que, como estd
ampliamente demostrado, el mejor método para inducir agresividad en ratones es
el aislamiento. A pesar de ello, también es conocido que se establecen relaciones
de dominancia-sumisién mientras los ratones permanecen agrupados (Ferrari y
cols., 1998). Es posible, por tanto, que utilizando otra cepa de ratones agresivos y
un mayor numero de animales para proceder a su seleccion se obtuviesen un
mayor numero de ratones agrupados que cumpliesen los criterios de elevada

agresividad.

Respecto a la clasificacion de los animales en base a su nivel de ansiedad
nuestro criterio de seleccion sigui6 los procedimientos previamente descritos en la
literatura por Pawlak y colaboradores (2003) y Ho y colaboradores (2004),
aunque en nuestro estudio afiadimos un grupo de ratones de ansiedad moderada
que previamente no habia sido utilizado en otros trabajos. Dicha inclusion se
justificé por la necesidad de tener una valoracién mas completa que pudiese
ayudarnos a responder a la cuestion de como el nivel basal de ansiedad se podria
relacionar con el aprendizaje. Los resultados obtenidos en los dos estudios en lo
que se aplico este criterio de clasificacion (Experimentos 3 y 4) confirman la
utilidad del mismo aunque plantean algunas dificultades. Por ejemplo, la
distribucion de las puntuaciones de ansiedad en los ratones aislados y agrupados
fue diferente lo que llevé a la necesidad de aplicar puntos de corte también
diferenciados para seleccionar algunos de los grupos, especialmente aquellos
considerados como de ansiedad moderada. Se observé que aunque en el
Experimento 3 la distribucion de los animales se ajust6 a la curva normal, en el

Experimento 4 dicha distribucion fue mas heterogénea.
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4.2.- Importancia del estudio de las diferencias individuales

Es conocido que tanto los sujetos humanos como los animales presentan un
alto grado de variabilidad en el aprendizaje de tareas complejas (Vaglenova y
cols., 2004). Comprender las causas de las diferencias individuales asi como sus
consecuencias en términos de ajuste, capacidad adaptativa y vulnerabilidad
individual a la enfermedad es actualmente uno de los mayores retos para la
investigacion biomédica (Bartomolucci y cols., 2005). Diversos experimentos han
sugerido que un grupo de roedores (ratas o ratones) aunque sean de idéntica cepa,
edad y sexo pueden diferir en sus respuestas conductuales a un nuevo ambiente
(Bartolomucci y cols., 2005; Sgoifo y cols., 2005; Topic y cols., 2005). El estudio
de estas diferencias individuales ha sido propuesta como una valiosa estrategia de
investigacion dado que las mismas pueden relacionarse con mecanismos
fisiologicos especificos y predecir la respuesta en otras tareas conductuales (Thiel
y cols., 1999).

En el estudio de las diferencias individuales, numerosos trabajos anteriores
han evaluado fundamentalmente c6mo la respuesta motora a la novedad puede
relacionarse con efectos diferenciales de las drogas de abuso (Thiel y cols., 1999),
pero muy pocos autores han enfatizado la posible utilidad de variables de tipo
emocional en la clasificaciéon de los animales previamente a la realizacion de

tareas conductuales.

Revisiones recientes enfatizan la importancia de comprender las causas de
las diferencias individuales en roedores y sus consecuencias en términos de
capacidad adaptativa (Sgoifo y cols., 2005). La relevancia de este tema se ve
subrayada por el hecho, frecuentemente constatado por los investigadores cuando
realizan sus experimentos conductuales, de las grandes diferencias entre grupos
de ratones genéticamente idénticos, incluso entre los alojados en la misma jaula
(Lathe, 2004). En su articulo, muy acertadamente titulado “The individuality of
mice” este autor, entre otras cuestiones, intenta responder a la pregunta ;Influye

la “individualidad” (incluyendo los efectos sociales) sobre el resultado obtenido
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en tests conductuales o farmacologicos relevantes? (Lathe, 2004). Consideramos
que los resultados obtenidos en el presente estudio pueden contribuir, al menos en
parte, a su contestacion. Nuestra aportacion fundamental ha sido mostrar que las
variables sociales influyen efectivamente en la respuesta del animal al ambiente y
su adaptacion al mismo durante la ejecucion de tareas de aprendizaje. Ademads, se
ha puesto de manifiesto la necesidad de tomar en consideracion las variables de
tipo emocional y el posible efecto diferencial de los firmacos administrados

dependiendo de las condiciones de alojamiento.

Los resultados de los experimentos presentados confirman la idea de que la
seleccion bi-direccional de roedores segin un rasgo conductual puede ser una
herramienta de interés para estudiar los mecanismos que subyacen a una conducta
concreta (Yilmazer-Hanke y cols., 2004). Se ha sugerido que las diferencias
conductuales, que se pueden abordar desde diferentes perspectivas (por ejemplo,
comparando ratones con diferente nivel de agresividad), podrian ser también un
elemento clave en la bisqueda de factores que determinan una susceptibilidad
diferencial a los trastornos del estado de animo relacionados con el estrés
(Veenema y cols., 2004). Esta perspectiva puede resultar de interés en futuros

estudios que amplien nuestros datos.

4.3.- Aplicabilidad de los resultados

La comparacion entre diferentes condiciones de alojamiento puede
ofrecernos informacién 1til para entender mejor el efecto de manipulaciones no
farmacologicas sobre el desarrollo de los animales (Paulus y cols., 2000). En este
sentido, nuestros resultados confirman que el aislamiento es una manipulacién no

farmacoldgica que da lugar a cambios conductuales en los roedores.
Se ha indicado que los cambios conductuales especificos inducidos por el

aislamiento social en ratones dependen ampliamente de la cepa. Aunque en la

presente investigacion tUnicamente se utiliz6 una cepa de ratones (NMRI)
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podemos sugerir que, de forma general, se confirmaria dicho efecto diferencial de
las condiciones de alojamiento en funcién de la cepa, ya que algunos de los
resultados obtenidos sobre cambios en la conducta emocional o en el aprendizaje
tras un periodo de aislamiento difieren de los que habian sido observados
previamente por otros autores utilizando otras cepas de ratones (Ferrari y cols.
1998). En futuras investigaciones podria resultar de interés comparar los efectos
del aislamiento social sobre tareas de aprendizaje en diferentes cepas de ratones.
En este sentido, estudios previos realizados en nuestro laboratorio con ratones de
las cepas NMRI y C57 muestran claras diferencias en la adquisicién de la tarea de
aprendizaje espacial (Vicens y cols., 1999), por lo que su comparacién tras

condiciones de alojamiento diferencial resultaria de gran interés.

Nuestro estudio enfatiza la importancia de considerar las condiciones
ambientales como una variable importante en la investigacion en neurociencia, tal
como han subrayado recientemente diferentes autores (Schrijver y cols., 2002;
Broseta y cols, 2005). Se confirma la idea de que los resultados obtenidos en
estudios conductuales en roedores dependeran en gran medida del tipo de
paradigma experimental utilizado y del modo en que los animales fueron alojados
(Nyberg y cols., 2004). Hasta muy recientemente, la integracion de las variables
ambientales en el disefio experimental ha sido un aspecto poco tenido en cuenta
en las investigaciones (Nyberg y cols., 2004). En este contexto, nuestro estudio
contribuye a poner de manifiesto que los factores ambientales, en interaccién con
variables de tipo emocional, deben ser considerados cuando se investigan los
efectos conductuales de los farmacos. Teniendo en cuenta la naturaleza
multidimensional de la emocionalidad (Ramos y Mormede, 1998), la utilizacién
de diferentes aproximaciones, como las presentadas en esta investigacién, puede

resultar util para delinear mejor las relaciones entre emocionalidad y aprendizaje.
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En general, podemos afirmar que los resultados obtenidos en los
experimentos presentados en esta Tesis Doctoral apoyan la idea, sugerida también
por otros autores, de que las diferencias individuales podrian estar asociadas con
diferentes estilos de afrontamiento de las tareas. Podemos afirmar, sin embargo
que, como indican de Boer y colaboradores (2003) dichos estudios todavia se
encuentran en su infancia. Consideramos también que serian necesarios mas
estudios para poder evaluar en profundidad la relevancia del papel de las

diferencias individuales en la respuesta a la nicotina.
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VIL.- CONCLUSIONES

El aislamiento social induce hiperactividad motora en ratones NMRI. Estos
cambios en la actividad motora en los ratones aislados que se registran en el
actimetro no estdn directamente influidos por los niveles basales de
agresividad de los animales, pero podrian estar modulados por el nivel de
ansiedad.

El aislamiento social no parece inducir claros efectos ansioliticos o ansiégenos
en el laberinto elevado en forma de cruz (plus maze), aunque las condiciones
de alojamiento modifican el perfil conductual de los animales en este test: los

ratones aislados incrementan conductas que reflejan mayor actividad motora.

En el aprendizaje del laberinto de agua, el aislamiento social no afecta
significativamente a la adquisicion de la tarea pero puede mejorar la retencién
de 1a misma. Este efecto estaria influido por la manipulacién a la que fueron

sometidos los animales previamente a la realizacion de esta tarea espacial.

Las condiciones de alojamiento influyen sobre la adquisicion de la tarea del
condicionamiento de evitacion activa ya que los ratones aislados presentan
mayor nimero de evitaciones que los agrupados, aunque dichas diferencias

podrian deberse a su mayor actividad motora.

El nivel basal de agresividad influye en las medidas de actividad motora
registradas durante la tarea de condicionamiento de evitacion activa: los
ratones aislados con mayor nivel de agresividad (SAL) realizan mas cruces
durante el periodo de adaptacion y en los intervalos entre ensayos que los
ratones menos agresivos (LAL). En el condicionamiento de evitacidn activa no
hay diferencias entre ratones SAL y LAL en el numero de evitaciones, pero al

aplicar la férmula de aprendizaje real se observa que los LAL presentan un
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mejor aprendizaje que los SAL. La diferencia es mas significativa los ultimos
dias de entrenamiento y puede estar modulada por la administracion de

nicotina.

En ratones mantenidos en condiciones de aislamiento social, el nivel de
agresividad no influye sobre la adquisicién ni sobre la retencion de una tarea

de aprendizaje espacial en el laberinto de agua.

El nivel basal de ansiedad no tiene un efecto directo sobre la ejecucion del
laberinto de agua aunque puede modular la tasa de aprendizaje en el

condicionamiento de evitacion activa.

Los efectos de la nicotina difieren entre ratones alojados individualmente o en
grupo, y dependen de los requerimientos de la tarea. En el laberinto de agua, el
tratamiento con nicotina empeora la adquisicion de la tarea de forma
significativa en los ratones aislados. En el condicionamiento de evitacion
activa, la nicotina disminuye el numero de evitaciones en los ratones
agrupados mientras que en los aislados los efectos estarian modulados por el

nivel de agresividad y de ansiedad.

En el condicionamiento de evitacion activa se observa una sensibilidad
diferencial a la administracion de nicotina en ratones con diferente nivel de
agresividad (SAL y LAL). Los ratones SAL son mas sensibles a la nicotina,
aunque este efecto se refleja especialmente en las medidas de actividad motora
obtenidas durante la tarea (cruces en la adaptacidon y durante los intervalos

entre ensayos).

Nuestros resultados confirman la necesidad de prestar atenciéon a las
condiciones de alojamiento de los animales, ya que éstas pueden influir sobre

la capacidad de aprendizaje y modular los efectos conductuales de 1a nicotina.
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