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CAPITULO 1
Toxicologia de la

conducta

1.1. Estudios neuroconductuales en

toxicologia

En la actualidad existe una gran preocupaciéon por evaluar
los posibles efectos adversos de una gran cantidad de compuestos
quimicos que son liberados a la atmosfera principalmente en los paises
més industrializados. A pesar de que existen mecanismos de control
para la fabricacién, comercializacién y uso de dichos productos, la
validez de dichos métodos de control podria ser cuestionada por
reduccionista y por no tener en cuenta muchos factores involucrados
en la capacidad de los agentes quimicos contaminantes para afectar
a la salud de la poblacion (Balbus y cols., 2013). Existe a este
respecto abundante literatura que muestra como la liberacion de
dichos compuestos quimicos a la atmosfera y la posterior exposicion
de la poblacién a ellos puede producir efectos adversos en la salud
fisica de los seres humanos y afectar a la salud mental alterando
funciones de la cognicién humana como la memoria, la atencion y el
aprendizaje (Zala y Penn 2004).

La toxicologia de la conducta es el estudio de céomo algunas
drogas, compuestos quimicos y otras condiciones ambientales (en su
consideracién de toxicas) cambian la forma en que se comportan
los organismos. De especial interés es el sistema nervioso como

uno de los posibles objetivos de dichos compuestos quimicos dando

3
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Dominio Modelos

Baterias de Bateria de observacion funcional (FOB)

cribado Bateria de analisis funcional y
conductual del fenotipo del ratén
(SHIRPA)

Actividad y Test del campo abierto

funcién motora Rotarod
Cajas de actividad
Ritmo circadiano de actividad (24 h)
Memoria y Laberinto acuéatico de Morris
aprendizaje Test de evitacion activa/pasiva
Laberinto de Barnes
Condicionamiento operante
Ansiedad Laberinto elevado en cruz
Test del tablero agujereado
Conflicto de Vogel

Cuadro 1.1: Algunos de los modelos animales utilizados en toxicologia
de la conducta agrupados por dominios

lugar al campo de la neurotoxicologia. La neurotoxicologia es un
campo importante en la prevencién de riesgos para la salud de la
poblacién ya que el sistema nervioso es especialmente vulnerable a
muchos compuestos quimicos que pueden actuar en miltiples sitios
y de formas diferentes (Moser y cols., 2008). Los efectos observados
en la conducta son considerados como el reflejo de cambios en la
comunicaciéon neuronal o como alteraciones morfolégicas susceptibles
de evaluacion. Por ello, la conducta se considera un indicador
de la funcion neural general (Tilson 1990; Kulig 1996). En la
actualidad disponemos de un gran nimero de modelos animales
para el estudio de los efectos neuroconductuales producidos por la
exposicién a toxicos. Todos estos modelos se encuentran agrupados
dentro de diferentes dominios que abarcan: baterias de cribado

iniciales, modelos para el estudio de la funcion y la actividad motora,

4



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLOGICOS
Luis Heredia Santaella

Diposit Legal: T.1558-2013

1.2. Eteres difenilicos polibromados

modelos para la evaluacion del aprendizaje y la memoria y, para otros
dominios de la emocionalidad como la ansiedad o la depresién. En el
cuadro 1.1 se encuentran recopilados algunos de ellos.

Algunos de estos modelos animales han sido incluidos en
las gufas de algunos organismos internacionales de proteccién
ambiental para evaluar la toxicidad de compuestos quimicos siguiendo
la recomendacion de expertos en el ambito y, actualmente, su
aplicacion estd ampliamente extendida (Moser 2011). De especial
interés es el estudio de los denominados disruptores de la funcién
endocrina debido a que han demostrado ampliamente producir
alteraciones conductuales en animales y humanos (Zala y Penn 2004).
Dedicaremos el siguiente apartado de este capitulo a conocer uno de

estos compuestos, los éteres difenilicos polibromados.

1.2. Eteres difenilicos polibromados

1.2.1. Estructura, propiedades y usos

Los éteres difenilicos polibromados (PBDEs) constituyen un
grupo de compuestos quimicos ampliamente utilizados en la industria.
Su estructura quimica general es C1oH19_,BrxO y forman una gran
familia de 209 congéneres categorizados en funcién del namero de
atomos de bromo (Br) que contienen y su posicion relativa en el

interior de la molécula (Darnerud y cols., 2001) Figura 1.1

. (@]

.
- "~ |

L

Figura 1.1: Estructura quimica general de los PBDEs

De los 209 congéneres son principalmente tres los que tienen

interés a nivel comercial: el éter de pentabromodifenilo (penta-

5
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BDE), el éter de octabromodifenilo (octa-BDE) y el éter de
decabromodifenilo (deca-BDE), siendo este ultimo compuesto el més
bromado de la familia de congéneres y el que se comercializa de una
forma més pura (superior al 98 %) (Costa y Giordano 2007). Son
compuestos resistentes a la degradacion y con tendencia a acumularse
en el medio ambiente tal como muestra su detecciéon en sedimentos,
aguas superficiales, lodos residuales, el polvo de las casas y muestras
de aire en el interior de edificios y fuera de ellos en varios continentes
(Schecter y cols., 2009; Ali y cols., 2011; Covaci y cols., 2011).
Ademés, dada su naturaleza lipofilica, se acumulan en el tejido
adiposo de humano siendo aquellas formas menos bromadas las que
tienden a acumularse en mayor cantidad (Stapleton y cols., 2006).

El interés comercial de dichos productos radica en su capacidad
para actuar como pirorretardantes aumentando la resistencia al fuego
de aquellos productos a los que se adiciona (Darnerud, Eriksen y
cols., 2001). Debido a esta capacidad, se podian encontrar en las
cubiertas plasticas de muchos electrodomésticos, mobiliario, asientos
de coches, alfombras y diversos tipos de goma (Schecter y cols., 2005;
Talsness 2008). Sin embargo, el penta-BDE y el octa-BDE fueron
prohibidos en la Unién Europea en 2004, quedando el deca-BDE
fuera de esta prohibicién hasta el ano 2008. En ese ano se prohibia
en la Unién Europea la comercializacién y el uso de dicho compuesto
en aplicaciones eléctricas y electronicas (OJ_L_271/48 15.10.2005).
En este lapso de cuatro anos, el uso de la forma méas bromada de
los compuestos, el deca-BDE, se increment6é de forma notable por
ser el tinico permitido. De hecho, el deca-BDE es el compuesto mas
utilizado todavia en muchos paises y supone el 83 % de la producciéon
total de PBDEs en el mundo (BSEF 2009).

1.2.2. Fuentes de exposicién ambiental

Las principales rutas de exposicién a los PBDEs son la dieta, la
inhalaciéon de aire contaminado y la inhalacion /ingesta del polvo en
las casas (Costa y Giordano 2007; Talsness 2008; Besis y Samara

2012). Entre ellas, la dieta se considera la via de exposicién maés

6
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importante (Talsness 2008). Se ha detectado la presencia de estos
compuestos en diversos alimentos como el marisco, el pescado, los
productos carnicos y algunos vegetales (Oros y cols., 2005; Domingo
y cols., 2008; Domingo 2012). Esto podria ser debido a la naturaleza
lipofilica de los PBDEs y a su resistencia a la degradacién que
favoreceria su acumulacion en el medio ambiente pasando a formar
parte de la cadena alimenticia. Una muestra de ello es su presencia
en distintas especies de mamiferos, peces y aves (Ueno y cols., 2004;
Guerra y cols., 2012; Rotander y cols., 2012). En este sentido y en
especial para la poblacién infantil, existe una via de exposicion a
través de la leche materna debido a que ha demostrado acumular
dichos compuestos (Park y cols., 2011). Sin embargo, la exposicién a
través de la dieta resulta insuficiente para explicar los altos niveles
de estos productos encontrados en humanos (Lorber 2008).

Una de las rutas de exposicién propuestas para explicar estos
niveles es la que se produce a través de la inhalaciéon de aire
contaminado y la inhalacion/ingesta de polvo, siendo ésta ultima
especialmente relevante para la poblacion infantil (Besis y Samara
2012). Las concentraciones de PBDEs en muestras de aire del exterior
de los edificios son especialmente altas en los meses més calurosos
(Cetin y Odabasi 2008) y en zonas urbanas e industrializadas (Castro-
Jimenez y cols., 2011). A pesar de ello, numerosos estudios muestran
concentraciones superiores, de hasta 50 veces, en muestras de aire
del interior de edificios (Besis y Samara 2012). La presencia tan alta
de estos compuestos en el interior de los mismos favorece que éstos
acaben depositandose en el polvo y puedan acabar siendo inhalados
o ingeridos incrementando la aportacién de estas vias de exposicién y
explicando los niveles hallados en humanos (Lorber 2008). A remarcar
en este sentido son los resultados de algunas investigaciones que
sugieren que, en las sociedades modernas los seres humanos pasan el
80 % del tiempo en el interior de edificios (Butt y cols., 2004; Wilford
y cols., 2004).
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1.2.3. Efectos adversos descritos

En la actualidad, la mayoria de estudios disponibles se centran
en los efectos derivados de una exposicién pre y postnatal a PBDEs.
Esto es debido a la gran alarma social generada por la exposicién de
la poblacién infantil y su posible repercusiéon sobre el desarrollo del
sistema nervioso en sus etapas criticas (Costa y Giordano 2007; Besis
y Samara 2012). Dentro de los diversos congéneres de los PBDEs, son
los menos bromados aquellos que presentan una mayor toxicidad.
Entre los efectos adversos observados en estos estudios podemos
encontrar alteraciones en el sistema reproductivo como la reducciéon
de esperma en machos y cambios en la maduraciéon de los ovarios
y otras estructuras del sistema reproductor en hembras (Costa y
Giordano 2007).

Los PBDEs y en especial aquellos congéneres menos bromados,
como el tetra-BDE o el penta-BDE, también acttian como disruptores
endocrinos alterando las concentraciones de la hormona tiroxina (T4)
como demuestran diversos estudios (Driscoll y cols., 2006; Richardson
y cols., 2008; Feng y cols., 2012; Leijs y cols., 2012; Johnson y cols.,
2013). La alteracion del sistema endocrino puede resultar critica para
un correcto desarrollo del sistema nervioso y conducir a posteriores
alteraciones neuroconductuales en animales y humanos (Ahmed y
cols., 2008).

Los estudios que se han realizado en animales respecto al
neurodesarrollo muestran la presencia de alteraciones derivados de
la exposicién a varios congéneres de los PBDEs. Entre ellos podemos
encontrar retrasos en la adquisicion del reflejo parpebral (Gee y Moser
2008) y en habilidades motoras como la capacidad de escalar (Branchi
y cols., 2002). A nivel neuroconductual, y tras exposicién postnatal,
encontramos alteraciones en la capacidad de habituaciéon a nuevos
espacios, alteraciones en el aprendizaje espacial, en la capacidad de
atencion y el control inhibitorio (Driscoll, Gibson y cols., 2006; Viberg
y cols., 2006; Johansson y cols., 2008; Viberg 2009).

A pesar de los numerosos estudios realizados en animales con

exposicién pre y postnatal, en la actualidad disponemos de pocos
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estudios que hayan evaluado los efectos neuroconductuales de los
PBDESs en poblacion adulta. Sélo disponemos de algunos estudios que
se han centrados principalmente en los dafios fisiopatologicos hallados
a grandes dosis de exposicion (Norris y cols., 1975; Darnerud, Eriksen
y cols., 2001). En estos estudios se considero el deca-BDE como seguro
debido a su relativamente baja biodisponibilidad y acumulacién en el
organismo en comparaciéon con otros congéneres menos bromados.
Sin embargo, este compuesto puede ser metabolizado generando
compuestos menos bromados y acumularse de esta forma en humanos
y animales (Kierkegaard y cols., 2007; Stapleton y cols., 2009; Noyes y
cols., 2011). Dado que el BDE-209 ha demostrado causar alteraciones
permanentes en el sistema colinérgico tras una exposicién repetida
(Liang y cols., 2010) y el BDE-47 puede actuar como agonista parcial
o total de los receptores GABA 4 (Hendriks y cols., 2010), una
alteracion en la memoria y los niveles de ansiedad en adultos podria
ser una hipdtesis coherente. Sin embargo, en un reciente estudio
realizado por Belles y cols., (2010) no se encontraron alteraciones
en ratas adultas expuestas a penta-BDE.

No obstante, nuestro conocimiento sobre los efectos derivados
de la exposicién a PBDEs en adultos deberia ser ampliado ya que
cada vez existe una mayor evidencia de una exposicién laboral en
trabajadores de fabricas de reciclaje de material electrénico entre
otros (Qu y cols., 2007; Yuan y cols., 2008; Schecter, Colacino y cols.,
2009).
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CAPITULO 2

La ansiedad

2.1. Definicién del concepto de ansiedad

La definiciéon de la ansiedad es una tarea dificil en la actualidad.
La ansiedad es una emocion primaria cuya funcion es preservar la
vida. En individuos sanos, dicha emocion facilita la predisposicion a
mantener acciones que preservan la seguridad y el bienestar (Lang
y cols., 2000). La ansiedad podria ser definida como una compleja
mezcla de emociones y cogniciones orientadas hacia un futuro incierto
(Barlow 2002). Sin embargo, muchos autores no estarian de acuerdo
con esta definicion. Una de las dificultades méas frecuentes es la
incapacidad para distinguir entre ansiedad y miedo.

Entre las diferentes propuestas teodricas tradicionales que tratan
de explicar la relacion entre ansiedad y miedo encontramos: la
consideraciéon de la ansiedad como un caso concreto de miedo
aprendido (Eysenck 1991) o la ansiedad entendida como un estado
de miedo elicitado por estimulos condicionados relacionados con el
castigo o bien como una anticipacién de la frustracion generada
por otros estimulos (Gray 1982). Algunos autores sugieren que los
términos ansiedad y miedo son totalmente intercambiables ya que
consideran que ’el miedo implica la evaluacién intelectual de un
estimulo amenazante y la ansiedad es la respuesta emocional a esta
evaluacion’ (Beck y Emery 2005). Entre los autores que defienden la
diferenciacién entre ansiedad y miedo encontramos también diferentes
consideraciones. Para Sullivan (1956), el miedo hace referencia a una
situacién de autoproteccion mientras que la ansiedad es un producto

de la educacion. Por su parte, Ohman (1993) distinguié entre miedo
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y ansiedad en funcién de si su desencadenante es conocido (miedo)
o no (ansiedad) y en una propuesta méas actual sugiere que es la
incapacidad para evitar el estimulo aversivo lo que conduce a la
ansiedad (Ohman 2008). Con todo esto y a pesar de la abundancia de
estudios que muestran la separacién entre miedo y ansiedad, tanto de
enfoque biolégico como cognitivo, la discusion respecto a la definicion
de la experiencia subjetiva de estas emociones sigue vigente hoy en
dia (Barlow 2002).

Respecto a la dimensionalidad de la ansiedad encontramos la
tradicional distincion propuesta por Spielberger (1983) entre ansiedad
estado y ansiedad rasgo que ha sido relacionada con miedo y ansiedad
respectivamente. Y la propuesta realizada por Nitschke y cols.,
(2000) que distingue entre una ansiedad somética relacionada con
las experiencias de panico, la emocién del miedo y diversas repuestas
fisiolégicas, y la ansiedad anticipatoria relacionada con una cierta
preocupacion por el futuro acompanada de expectativas pesimistas y
negativas. Toda esta variedad de teorizaciones acerca del fenomeno de
la ansiedad dificulta enormemente el trabajo cientifico que, en tltima
instancia, debe optar por alguna de sus diversas conceptualizaciones
y trabajar a partir de ella.

2.2. Epidemiologia de la ansiedad

Los trastornos mentales suponen un serio problema que causa un
evidente declive en la calidad de vida, el nivel de independencia y la
productividad de las personas afectadas (Ormel y cols., 2008; Alonso
y cols., 2011). Sélo en Europa, recientes estudios estiman que cerca
del 27 % de la poblacién adulta, con edades comprendidas entre los 18
y los 65 anos, sufre algun tipo de trastorno mental. Esto supone una
cantidad estimada de 300 millones de personas afectadas (Wittchen
y cols., 2011). La aparicién temprana de los trastornos mentales ha
sido relacionada con el nivel de desarrollo de los paises, siendo los
paises mas desarrollados aquellos que presentan una mayor tasa de

prevalencia-vida (21,5 %) y los de bajo nivel de desarrollo los que
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presentan una tasa de prevalencia-vida menor (11,7 %) (Kawakami
y cols., 2012). Entre los diferentes tipos de trastornos mentales, son
los trastornos de ansiedad los que presentan una prevalencia mas
alta. En Europa se ha estimado para los trastornos de ansiedad una
prevalencia-ano del 14 % (Wittchen, Jacobi y cols., 2011). Una tasa
muy superior al resto de trastornos mentales (Figura 2.1). En los
Estados Unidos (EUA), se estima una prevalencia-afio mayor que
en Europa, alcanzando una cifra cercana al 28,8 % (Kessler y Wang
2008).

Trastornos de alimentacian D 0g

Trastornos de personalidad I:l 13

Trastornos de conducta |:| 3
Trastornos somatomorfos I:I 4.9

Depresian | | 6,9

Trastornos de ansiadad | | 14
T

0 2 4 G 3 10 12 14 1

(=11

Prevalencia-afio {3}

Figura 2.1: Trastornos mentales segiin su prevalencia-ano en Europa.
Adaptado de Wittchen, Jacobi y cols., (2011).

Entre los adolescentes son también estos trastornos los
predominantes por encima de los trastornos del estado de &nimo y de
abuso de sustancias (Kessler y cols., 2012). Respecto a la poblacién
mayor de 65 anos, se ha pensado tradicionalmente que la prevalencia
de dichos trastornos se reducia con la edad (Jorm 2000). Sin embargo,
se han encontrado diferencias significativas en la prevalencia de dichos

trastornos entre los paises mas desarrollados y el resto. Un reciente
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estudio realizado por Prina y cols., (2011) ha encontrado tasas de
prevalencia menores en paises como China e India frente a los paises
europeos durante la vejez. Dentro de los denominados trastornos
de ansiedad el Manual diagnoéstico y estadistico de los trastornos
mentales (DSM-IV-TR) contempla diferentes subtipos (Cuadro 2.1).

Trastornos de ansiedad

Crisis de angustia
Agorafobia
F41.00 Trastorno de angustia sin agorafobia
F40.01 Trastorno de angustia con agorafobia
F40.00 Agorafobia sin historia de trastorno de angustia
F40.02 Fobia especifica
F40.10 Fobia social
F42.80 Trastorno obsesivo-compulsivo
F43.10 Trastorno por estrés postraumatico
F43.00 Trastorno por estrés agudo
F41.10 Trastorno de ansiedad generalizada
F06.40 Trastorno de ansiedad debido a enfermedad médica
F1x.80 Trastorno de ansiedad inducido por sustancias
F41.90 Trastorno de ansiedad no especificado

Cuadro 2.1: Clasificacién de los trastornos de ansiedad segtun el
manual diagnoéstico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-
IV-TR)

De los diferentes tipos de trastornos de ansiedad, los més
prevalentes en Europa son las fobias especificas (6,4 %), seguidas de
los trastornos de ansiedad generalizada (1,7-3,4%) y los trastornos
por estrés postraumatico (1,1-2,9 %) (Wittchen, Jacobi y cols., 2011).
Por otro lado, en los EUA, el trastorno de ansiedad més prevalente
es la fobia especifica (12,1 %), seguida de la fobia social (12,1%) y
el trastorno por estrés postraumaético (6,8 %) (Kessler y Wang 2008).
(Figura 2.2).

Por lo que respecta a Espana, en un estudio realizado por
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Caballero y cols., (2009), de una muestra de 20.347 pacientes, el
26,7 % acudi6 a consultas ambulatorias de psiquiatria por motivos
relacionados con alteraciones relacionadas con el estado de animo,
un 18,2 % por motivos relacionados con trastornos de ansiedad y un
15,2 % por esquizofrenia y otros trastornos psicoticos.

o7 OEuro
pa

"t ’

TEPT 2 OEUA.

Fobia social - !

&
=}

Fohiaespecifica

| &7

Agorafobia |:| —
08
Crisisde angustia |:| 27
“y

Prevalencia-afio {34)

Figura 2.2: Tasa de prevalencia-ano de los diferentes trastornos
de ansiedad en Europa y los E.U.A. Adaptado de Wittchen,
Jacobi y cols., (2011) y Kessler y Wang (2008) respectivamente.
TOC: Trastorno obsesivo-compulsivo. TEPT: Trastorno por estrés

postraumético. TAG: Trastorno de ansiedad generalizada.

En los resultados del estudio ESEMed sobre la prevalencia de
los trastornos mentales en Espana realizado en 2006, la prevalencia-
ano de cualquier trastorno mental entre la poblacién fue del 8,48 %.
De entre los diferentes trastornos fueron los mas prevalentes los
trastornos de ansiedad con una tasa de prevalencia-ano del 6,20 %,

seguidos de los trastornos del estado de &nimo (4,37 %) (Haro y
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cols., 2006). Sin embargo, dichas tasas de prevalencia pueden ser
en la actualidad mucho mayores debido a la influencia de la actual
crisis economica. A este respecto, un estudio realizado por Gili
y cols., (2013) muestra incrementos aproximados del 19,4 % para
los trastornos de depresion mayor y del 8.4 % para los trastornos
de ansiedad generalizada en pacientes usuarios de los servicios de

atencion primaria tras el inicio de la actual crisis econémica.

2.3. Psicobiologia de la ansiedad

2.3.1. Bases genéticas y vulnerabilidad

Hoy en dia es comunmente aceptado que las bases genéticas de
la ansiedad son debidas a una compleja herencia poligénica que
interactia con diversos factores ambientales (Vieland y cols., 1996).
Para poder dilucidar los factores genéticos que forman parte de la
etiologia de dichos trastornos son de especial interés los denominados
estudios de familias, estudios con gemelos y en adopciones. Los
trastornos de ansiedad acostumbran a presentar patrones de herencia
familiar como se deduce de los estudios realizados en familias y
con gemelos (Hollander y Simeon 2008). Algunos estudios han
demostrado un incremento del riesgo de padecer un trastorno de
ansiedad si existen antecedentes familiares. En particular, la presencia
en la familia de pacientes con trastorno de angustia, trastorno
de ansiedad generalizada, fobias especificas o trastorno por estrés
postraumético incrementa aproximadamente 3 veces el riesgo de
padecer algtin trastorno de ansiedad en familiares de primer grado
(Maier y cols., 1993; Hettema y cols., 2001; Yehuda y cols., 2008).

Dicho incremento de riesgo puede verse influido por la presencia de
variables ambientales que interactiian con la predisposicién genética
particular. En un reciente estudio con gemelos se ha remarcado
un peso aproximado de la herencia genética que oscila entre el
54 y el 48 % frente al ambiente compartido (Tambs y cols., 2009;
Domschke y Deckert 2012). El peso de la herencia genética frente a las

16



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLOGICOS
Luis Heredia Santaella

Diposit Legal: T.1558-2013

2.3. Psicobiologia de la ansiedad

variables ambientales ha sido estimado para los diferentes trastornos
de ansiedad mediante meta analisis realizados sobre estudios de

gemelos monocigoticos y dizigoticos (Figura 2.3).

OGenética @Intervalo de confianza  DOAmbiente

TEPT | I |
Ta | T |
wo [ |

T T T T T 1
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0% 20% 40% 6% 80% 100%

Heredabilidad

Figura 2.3: Influencia de los factores genéticos frente a los ambientales
y heredabilidad estimada de los diferentes trastornos de ansiedad.
TEPT: Trastorno por estrés postrauméatico. TA: Trastorno de
angustia. TAG: Trastorno de ansiedad generalizada. Adaptado de
(Kendler y cols., 1999; Hettema, Neale y cols., 2001).

Estos estudios muestran un porcentaje de heredabilidad
aproximado del 32% para el trastorno de ansiedad generalizada,
un 30 % para las fobias, un 61% para el trastorno de agorafobia,
un 40% para el trastorno de angustia y valores cercanos al 30 %
para el trastorno por estrés postraumaéatico (Kendler, Karkowski y
cols., 1999; Hettema, Neale y cols., 2001; Segman y Shalev 2003;
Domschke y Deckert 2012). A nivel genético se han detectado
diferentes loci de riesgo para los trastornos de angustia y las fobias,
tanto las especificas como la social. Dichos loci estan situados en
los cromosomas 1p, 4q, 7p, 9q, 11p, 15q y 20p para los trastornos

de angustia y, los cromosomas 16q y 14p para la fobia social y
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las fobias especificas. (para una revisién consultar Smoller y cols.,
(2008)). En estudios de asociacion se han identificado diversos genes
como posibles candidatos a incrementar el riesgo de padecer un
trastorno de ansiedad. Entre ellos podemos encontrar los genes que
codifican el receptor A2A de adenosina (ADORA2A) y la monoamino
oxidasa A (MAO-A) para los trastornos de angustia (Deckert y cols.,
1998; Samochowiec y cols., 2004), variantes en el gen que codifica
el transportador de la dopamina (DAT1) para la fobia social y el
trastorno de ansiedad generalizada (Rowe y cols., 1998) y, variantes
en el transportador de la serotonina (5-HTT) y de genes implicados en
el sistema dopaminérgico (DRD2, DRD4, DAT1) para los trastornos
de estrés postraumético (Cornelis y cols., 2010).

A pesar de la creciente informacién sobre las bases genéticas de
los trastornos de ansiedad, sabemos muy poco sobre los efectos de
la interaccién gen-ambiente. Un estudio paradigméatico que analiza
esta relacion ha sido el realizado por Stein y cols., (2008) que
muestra que existe una interaccién entre los niveles de maltrato
(fisico o psicolégico) recibidos por los ninos y las variaciones en
el transportador de la serotonina que genera diferencias en la
sensibilidad a la ansiedad.

2.3.2. Neuroanatomia de la ansiedad

La neuroanatomia de la ansiedad ha sido abordada principalmente
a través de estudios con animales por razones obvias de ética. La
traslacién de resultados se realiza considerando que la ansiedad
humana es un rasgo evolutivo presente en otras especies que genera
repertorios conductuales ante estimulos amenazantes promoviendo
la conservacion de la vida (Rauch y cols., 2006). Abordaremos esta
seccion desde este punto de vista ya que trataremos més adelante los
problemas traslacionales de los resultados entre animales y humanos
respecto a la ansiedad.

Una de las aproximaciones més utilizadas en el estudio
de la neuroanatomia de la ansiedad en animales ha sido el

condicionamiento Pavloviano del miedo. Diversos estudios han
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mostrado que el circuito neural en que se basa se encuentra presente
en todos los mamiferos, incluidos los humanos (LeDoux 2012). Los
resultados en este tipo de estudios han puesto de manifiesto un
papel principal de la amigdala en el condicionamiento del miedo y,
en especial, de tres nucleos de esta estructura denominados lateral,
central y basolateral (LeDoux 2000). Esto se ve refrendado por
los hallazgos realizados en estudios en humanos que muestran una
activacion de dicha estructura ante estimulos con valencia negativa
(Wager y cols., 2003) y la induccion de los mismos mediante

microelectrodos (Lanteaume y cols., 2007).

El nucleo lateral ha sido propuesto como responsable de la
adquisicién y retencién del miedo y el nicleo central en su expresion
(LeDoux 2000; Gale y cols., 2004). El papel del nucleo basolateral
en el circuito neural no estd suficientemente determinado hoy en
dia (Anglada-Figueroa y Quirk 2005). En un estudio realizado por
Herry y cols., (2007) se observé que dicha activacion se produce
también ante la impredictibilidad estimular tanto en animales como
en humanos. Este hallazgo es de una particular importancia dado que
en muchos trastornos de ansiedad la intolerancia a la ambigiiedad o
incerteza juega un papel importante (Boelen y Reijntjes 2009; Grillon
y cols., 2009).

En lo referente a los mecanismos de deteccién de un depredador,
se ha propuesto una via que, a través de proyecciones desde las zonas
amigdalares implicadas, pasarian a través del niicleo transversal del
lecho de la estria terminal hacia el nticleo ventromedial del hipotalamo
(Canteras y cols., 2001). El sistema septo-hipocampal aportaria
informacién contextual de relevancia dado que el hipocampo ventral
ha sido relacionado con los procesos ansiosos (Nascimento Hackl y
Carobrez 2007). Dicho sistema también ha sido relacionado con la
generacion de ansiedad en las situaciones de conflicto entre diferentes
metas. Es sabido que la exposicion a nuevos ambientes provoca
tendencias de aproximacion/evitacion en roedores (Montgomery y
Monkman 1955). La inhibicion conductual en estas situaciones ha

sido relacionada con dicho sistema septo-hipocampal (Gray 1982;
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McNaughton y Gray 2000).

Por dltimo, el cortex prefrontal también ha sido relacionado
con la ansiedad. El cortex prefrontal medial parece especialmente
relacionado con procesos de extincién del miedo (Quirk y Mueller
2008), pero su relacion con el miedo innato en animales genera
mucha controversia debido a una gran heterogeneidad de estudios con
resultados contradictorios (Jinks y McGregor 1997). Sin embargo,
algunos autores siguen proponiendo el cértex prefrontal como una
estructura con un papel muy importante en la ansiedad en humanos
(Berkowitz y cols., 2007). También en humanos se han propuesto
como estructuras relevantes en los procesos ansiosos la insula por
hallarse altamente interconectada con la amigdala, el hipotalamo y
la substancia gris periacueductal. Sin embargo su relacién con los
procesos ansiosos no ha sido tan estudiada (Etkin y Wager 2007).

A nivel clinico, los estudios de neuroimagen en humanos muestran
niveles bajos de activacion del cortex prefrontal en trastornos de
miedo intenso como las fobias o el trastorno de angustia y, niveles
altos de activacién en el trastorno por estrés postraumético o
el obsesivo-compulsivo (Milad y Rauch 2007). El trastorno por
estrés postraumatico también ha sido relacionado con un menor
volumen del cértex prefrontal ventromedial y el hipocampo y, una
mayor activacién de la amigdala (Quirk y Mueller 2008). En la
actualidad no disponemos de muchos estudios para el trastorno de
ansiedad generalizada, sin embargo, recientes estudios muestran que
podria estar relacionado con una hiperactivacién amigdalar frente a
estimulos emocionalmente negativos en ninos y adolescentes (Monk
y cols., 2008). Y, mas recientemente se ha implicado a la amigdala
como estructura candidata a desarrollar un papel importante en la
expresion de dicho trastorno trastorno en adultos (Etkin y cols.,
2009).

2.3.3. Neurotransmisores y farmacopea

La comprensién de la neuroquimica de la ansiedad resulta crucial

para poder desarrollar nuevos farmacos que resulten efectivos en
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el tratamiento de los trastornos de ansiedad. Esta necesidad se
vuelve urgencia si tenemos en cuenta los datos epidemiolégicos
que muestran su amplia extension entre la poblacién y que hemos
explicado con més detalle anteriormente. La investigacién sobre
los diferentes neurotransmisores implicados en los procesos ansiosos
se ha centrado principalmente en el sistema del &cido gamma
aminobutirico (GABA). Sin embargo, existe abundante investigacion
sobre la implicaciéon de otros sistemas de neurotransmisiéon como
el noradrenérgico, el serotoninérgico y el dopaminérgico en menor
medida.

El sistema GABAérgico: Las neuronas GABAérgicas se
encuentran ampliamente distribuidas por todo el sistema nervioso
central y escasamente en el sistema nervioso periférico (Nutt 2006).
El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema
nervioso de los mamiferos y juega un papel crucial en la excitabilidad
de la actividad neuronal en el cerebro (Sieghart 2006). El sistema
GABA actuaa principalmente a través de dos tipos de receptores:
ionotrépicos (GABA 4 y GABA() y metabotrépicos (GABAg). De
ellos, es el receptor GABA 4 el mas numeroso en el cerebro (Nutt
2006). Es a este receptor al que se le ha dedicado una mayor atencién
en la investigacién. No obstante, resulta interesante comentar que
la expresion del receptor GABAp es particularmente alta en el
sistema, limbico que, como hemos comentado en la secciéon de
neuroanatomia, contiene estructuras relevantes involucradas en los
procesos ansiosos (Cryan y Kaupmann 2005). Las benzodiazepinas
(BDZs) son agonistas GABAérgicos que acttian sobre los receptores
GABA 4 potenciando la afinidad del GABA por este receptor, lo que
conduce a una mayor frecuencia de apertura del canal de cloro que,
a su vez posibilita un mayor efecto inhibitorio (Nutt 1990; Lopez-
Muifioz y cols., 2011) (Figura 2.4).

A través de esta potenciacion se producen efectos ansioliticos,
anticonvulsivos y sedantes, siendo uno de los compuestos maés
utilizados para el tratamiento de los trastornos de ansiedad durante

muchos anos (Lopez-Mufioz, Alamo y cols., 2011). De igual forma se
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Figura 2.4: Esquema prototipico de un receptor GABA con sus
subunidades y lugares de unién.

ha demostrado que la atenuacion de la acciéon inhibitoria del GABA
mediante el uso de antagonistas producen ansiedad, hipervigilancia
e insomnio, poniendo de relieve la clara bidireccionalidad del
sistema (Gentil y cols., 1990; Clement y Chapouthier 1998). El
clordiazepoxido (CLZ) fue la primera BDZ clinicamente disponible y
sigue siendo utilizada en la actualidad en muchos paises para tratar
los trastornos de ansiedad (Lopez-Muiioz, Alamo y cols., 2011).

A partir del descubrimiento del CLZ, la familia de las BDZs creci6
rapidamente agrupando compuestos como el diazepam, lorazepam,
clonazepam y alprazolam entre otros (Pillay y Stein 2007). A pesar
del creciente cuerpo de conocimiento acumulado durante anos sobre
estos compuestos y los receptores GABA 4, pocos estudios se han
centrado en el estudio conciso de los diferentes subunidades de dicho
receptor. Actualmente la investigaciéon intenta determinar cémo cada
subunidad de este receptor se relaciona con los procesos ansiosos

intentando encontrar nuevos compuestos que consigan producir
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ansiolisis reduciendo los efectos sedantes asociados (de Haas y cols.,
2008; de Haas y cols., 2009; de Haas y cols., 2010).

El sistema serotoninérgico: La serotonina (5HT) es un
neurotransmisor que se sintetiza a partir del triptéfano, un
aminoéacido incorporado al organismo principalmente a través de la
dieta. Las neuronas serotoninérgicas tienen proyecciones desde los
nucleos medial y dorsal del rafé en el tronco encefélico hacia muchas
areas cerebrales (Ruddick y cols., 2006) (Figura 2.5). A pesar de la
gran variedad de receptores de 5HT identificados en la actualidad, es
el receptor 5HT-1A el que ha sido mas directamente relacionado con
los trastornos de ansiedad (Clement y Chapouthier 1998). Diversos
estudios han mostrado la efectividad de los agentes serotoninérgicos y
los inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina (SSRI) en
el tratamiento de la ansiedad (para una revision consultar (Ravindran
y Stein 2010)).

La teoria del exceso de 5HT, postula que es dicho exceso de
serotonina la causa de los trastornos de ansiedad. Esta teorfa ha
encontrado confirmacién en diversos estudios (Tancer y cols., 1994;
George y cols., 1995) y es compatible con los efectos observados con
los SSRI que producen un aumento en la ansiedad en un primer
momento, desarrollando su efecto ansiolitico tras un periodo de 2 a
6 semanas de administraciéon aproximadamente, tras una regulacion
a la baja de los receptores postsindpticos, principalmente el receptor
5HT-2C (Millan 2005; Eser y cols., 2007; Sinclair y cols., 2009; Farach
y cols., 2012).

El sistema noradrenérgico: La noradrenalina (NA) es una
catecolamina producida a partir de la hidroxilacién de la dopamina
y que es catabolizada en el interior de las neuronas a través de
la mono amino oxidasa (MAQO) o en las células gliales a través
de la calechol-O-metiltransferasa (COMT). Las proyecciones de las
neuronas noradrenérgicas se distribuyen ampliamente en el encéfalo

principalmente a partir del locus coeruleus en el tronco encefélico.

Existen dos tipos principales de receptores noradrenérgicos: los

receptores a y los receptores (3, ambos con sus correspondientes
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Figura 2.5: Proyecciones de las vias serotoninérgicas (Panel A) y

dopaminérgicas (Panel B).

subtipos. Entre ellos, son los receptores postsinapticos al y 51, y
el autoreceptor presindptico a2 los que mas han sido relacionados
con los trastornos de ansiedad (Dowben y cols., 2011). Dado que el
estado ansioso es elicitado por la hiperactivaciéon del sistema de la
NA, los tratamientos farmacologicos se sirven del uso de compuestos
agonistas de los receptores a2 como la clonidina o inhibidores de la
recaptacion de la noradrenalina (ISRN) para tratar la sintomatologia
(Dell’Osso y cols., 2010; Dowben, Grant y cols., 2011). Mediante
el uso de los denominados S bloqueantes, como el propanolol, se
consigue reducir la sintomatologia clinica relacionada con el sistema
nervioso autéonomo (palpitaciones, sudoracion, etc..), pero no para la
sintomatologia psiquica (Maes y cols., 2002).

Sistema dopaminérgico: La dopamina (DA) se sintetiza a
través de una serie de reacciones quimicas iniciadas a partir de
la tirosina. Se cataboliza a través de la MAO o de la COMT
como en el caso de la NA. Las principales vias dopaminérgicas son:
la nigroestriatal (implicada en el control motor), la mesolimbica
(asociada a los sistemas de refuerzo) y la mesocortical (implicada en
la esquizofrenia) (Figura 6B). En relacion con los procesos ansiosos,

ha sido relacionada principalmente con el trastorno de fobia social
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(Bell y cols., 2013). El 4cido homovanilico (AHV), un subproducto
de la catabolizacion de la DA, ha sido utilizado como medida
aproximada del nivel de DA. Una reduccién en la actividad del
sistema dopaminérgico ha sido relacionada con los procesos ansiosos
en el trastorno de fobia social (Bell, Bhikha y cols., 2013), ya que
se han encontrado niveles reducidos de AHV en pacientes con fobia
social y trastorno de angustia respecto a pacientes que presentaban
trastorno de angustia tnicamente (Johnson y cols., 1994). Por otro
lado, un estudio mediante el uso de SPECT ha demostrado una
reduccion en la union de la DA a los receptores D2 en este trastorno
(Schneier y cols., 2008).

Conclusiones: Como hemos podido comprobar a lo largo
de esta seccién, los trastornos de ansiedad llevan implicita una
gran complejidad neuroquimica que implica diversos sistemas
de neurotransmision y que ademdas se encuentra condicionada
por las diversas interacciones que entre ellos se producen. Ello
se debe por ejemplo a la presencia compartida de receptores
como los autoreceptores a2 del sistema noradrenérgico, que se
encuentran también presindpticamente en el sistema serotoninérgico
y dopaminérgico (Trendelenburg y cols., 1994; Trendelenburg y cols.,
1994). En la actualidad se trabaja con fairmacos que pueden actuar
sobre varios sistemas simultdneamente como los inhibidores de la
recaptacion de NA y la 5HT (IRNS), y en la inclusién de otros
sistemas de neurotransmisiéon para el tratamiento de los trastornos
de ansiedad como el sistema glutamatérgico (Farach, Pruitt y cols.,
2012).
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CAPITULO 3
Modelos animales de

ansiedad

3.1. Introduccién tedrica e importancia en

la investigacién

El desarrollo de los modelos animales de ansiedad y de nuevos
compuestos para el tratamiento de sus trastornos han discurrido
paralelamente a los largo de muchas décadas. De hecho, desde el ano
1912 en el que se introdujo por primera vez en la préactica clinica el
fenobarbital como hipnético hasta 1987 en el que se aprobd el primer
SSRI denominado fluoxetina, encontramos también el desarrollo de
la mayor parte de los denominados tests clésicos de ansiedad para
animales de investigacion (Cryan y Sweeney 2011). Este desarrollo
conjunto se debe principalmente a las altas tasas de prevalencia de los
trastornos de ansiedad en los paises desarrollados (consultar Capitulo
2) y a los altos costes derivados de los ensayos preclinicos en humanos
que, ademas, presentan altas tasas de efecto placebo (Lakoff 2002).

A pesar de las obvias objeciones que se pueden argumentar en
contra de la igualdad conceptual entre la ansiedad como experiencia
humana y la ansiedad en animales, es importante destacar que dichos
modelos no pretenden en ningin caso ser un equivalente directo
entre ambos tipos de ansiedad. Los modelos animales de ansiedad
consideran que la ansiedad en animales es andloga a la ansiedad
en humanos pero no homologa (Ohl 2005). Es importante destacar

también que en la actualidad el término ‘modelo animal de ansiedad’
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se utiliza indistintamente para referirse a dos enfoques totalmente
distintos. Por un lado encontramos el abordaje de la ansiedad desde la
genética y su expresion fenotipica. Bajo este punto de vista un modelo
animal de ansiedad seria una determinada cepa que expresa de forma
estable un patrén alterado de conducta ansiosa. Por otro lado el
mismo término se utiliza también para definir aquellos paradigmas
a partir de los cuales se han generado los diversos tests capaces
de evaluar los niveles de ansiedad en animales (Cryan y Slattery
2007). A partir de ahora siempre se interpretara la expresion desde
la segunda conceptualizacién, aunque consideramos que la distincién
es forzada ya que ambos enfoques deben necesariamente interactuar

en la practica de la investigacion.

Tipo de validez Concepto

Validez aparente Manifestacion similar de sintomas
respecto a la situacién clinica
Validez de constructo Similares bases biologicas

Validez predictiva Respuesta a compuestos clinicamente
efectivos
Validez etologica Inducida por un estimulo similar al

de la situacién clinica
Validez convergente Convergencia con las medidas
realizadas en otros modelos
basados en el mismo constructo
Validez divergente Divergencia con las medidas
realizadas en otros modelos
basados en diferente constructo

Cuadro 3.1: Requisitos de validez en los modelos animales de
ansiedad. Adaptado de Geyer y Markou (2002)

Se ha propuesto que un modelo animal, para ser considerado
valido, deberia cumplir idealmente diferentes tipos de validez teodrica
(Cuadro 3.1). No obstante, la presencia de un elevado nivel de

fiabilidad y de validez predictiva serian los més importantes a la
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hora de estimar la validez general del modelo (Geyer y Markou
2002). En una propuesta més reciente, se considera la validez de un
modelo a partir de tres premisas. La primera requiere la correlacion
significativa entre la conducta de los animales y sus bases bioquimicas
o fisiolégicas y que éstas se expresan isomoérficamente en humanos.
La segunda expone que, en ausencia de la primera premisa, quede
conservada la funcién biolégica entre humanos y animales, es decir,
su cometido para preservar la vida y la especie. Y la tercera, que
queden conservados los mecanismos neurales entre ambos (Treit y
cols., 2010).

En la actualidad disponemos de una gran variedad de modelos
animales de ansiedad entre los que encontramos: el test del laberinto
en cruz elevado, el test del campo abierto, el test de hipertermia
inducida por estrés, el test de luz-oscuridad y el test del tablero
agujereado entre otros (para una revision consultar (Hart y cols.,
2010)). Queda lejos de las pretensiones de esta tesis explicar en
detalle cada uno de los diferentes modelos existentes. No obstante, si
estableceremos la distincién principal entre dos grandes categorias:

los modelos condicionados y los no condicionados (Cuadro 3.2).

Respuestas Respuestas

condicionadas incondicionadas

Conflicto de Vogel Test de luz-oscuridad

Evitacion activa/pasiva  Test del laberinto elevado
en cruz

Respuestas emocional Test del campo abierto

condicionada

Test de los cuatro discos Hipertermia inducida por
estrés

Supresion condicionada  Test del tablero agujereado

de la conducta de beber

Cuadro 3.2: Clasificacion de algunos de los modelos animales de
ansiedad mas utilizados.

Esta distincion se realiza en funcion de la naturaleza condicionada
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o no condicionada de la respuesta producida por un estimulo que
se considera ansidégeno (Bourin y cols., 2007). Mientras que los
modelos condicionados permiten un control més estable de la linea
basal ansiosa de los animales presentan inconvenientes entre los que
podemos destacar: largos periodos experimentales, la necesidad de
deprivacién o la administraciéon de descargas eléctricas. Los modelos
no condicionados, en cambio, poseen una mayor validez etoldgica,
requieren de tiempos de experimentacién més cortos y permiten
una menor influencia de los procesos relacionados con la memoria o
confusiones interpretativas derivadas de la deprivacion. Sin embargo,
poseen una alta variabilidad en el establecimiento de la linea basal

ansiosa (Rodgers y cols., 1997).

3.2. Paradigma de aproximacion/evitacion

Los modelos basados en el paradigma de aproximacion/evitacion
se desarrollaron principalmente a partir de las observaciones
realizadas en ratas por Montgomery y Monkman (1955). Dichas
observaciones ponian de relieve la presencia de un potencial conflicto
de preponderancia entre la natural tendencia a explorar (curiosidad)
de los animales y el posible peligro (miedo) derivado de la exposiciéon
a nuevos contextos situacionales. En la actualidad disponemos de
abundante literatura que demuestra la presencia de dicho conflicto y
su existencia es ampliamente aceptada (Rodgers, Cao y cols., 1997;
Bourin, Petit-Demouliere y cols., 2007). Los modelos desarrollados
a partir de este paradigma gozan de una gran validez etoldgica,
ya que se basan en las respuestas conductuales naturales elicitadas
por la situaciéon contextual y, en comparaciéon con los modelos
condicionados, parecen presentar una mayor analogia con la ansiedad
humana (Bourin, Petit-Demouliere y cols., 2007). De la anterior
argumentacion se puede deducir que uno de los primeros requisitos
necesarios en cualquier modelo basado en este paradigma es que
permita a los animales exhibir aquellas conductas naturales y propias

de la especie que estan relacionadas con la ansiedad (Ohl 2005). En
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segundo lugar, deben contener aquellos estimulos que han demostrado
inducir ansiedad o sensacién de peligro en los animales. En roedores
los mas utilizadas son: la elevacion (relacionada con la posibilidad de
caida) o la desproteccion de zonas abiertas y de zonas iluminadas
(ambas relacionadas con la predacion) (Montgomery y Monkman
1955; Belzung y Lepape 1994).

A partir de este paradigma se han desarrollado algunos de los
modelos animales para el estudio de la ansiedad méas utilizados en la
actualidad. Entre ellos encontramos el laberinto elevado en cruz (plus
maze), el laberinto circular elevado (zero maze), el test del campo
abierto (open field test) o el test luz-oscuridad (light /dark test) (Hall
1936; Crawley y Goodwin 1980; Pellow y cols., 1985; Shepherd y
cols., 1994) aplicados principalmente en la evaluacion de la ansiedad
en ratones y ratas (Figura 3.1).

Estos laberintos combinan la exposicién a nuevos contextos
situacionales con la presencia de estimulos mas o menos ansiégenos
permitiendo al animal exhibir de forma natural su conducta ante
ellos. De forma mads concreta, el laberinto circular elevado y el
laberinto elevado en cruz presentan zonas protegidas mediante
paredes y zonas desprotegidas, abiertas a la exposicién que, ademas,
se encuentran elevadas sobre el suelo (Pellow, Chopin y cols., 1985;
Shepherd, Grewal y cols., 1994). El test del campo abierto permite
a los roedores expomnerse de una forma mas directa en la parte
central del laberinto y protegerse en las zonas periféricas proximas
a las paredes (Hall 1936). Por tultimo, el test luz-oscuridad, permite
a los roedores aventurarse en una zona profusamente iluminada o
guarecerse en el compartimento oscuro (Crawley y Goodwin 1980)
(Figura 3.1).

Es en base a la conducta expresada por los roedores en
estos contextos y, en funcién de las posibilidades ofrecidas por la
construccion de cada laberinto, como estableceremos los niveles de
ansiedad de los animales (Ohl 2005; Bourin, Petit-Demouliere y cols.,
2007).
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A~

Figura 3.1: Laberinto elevado en cruz (plus maze) (Panel A).
Laberinto circular elevado (zero maze) (Panel B). Test del campo
abierto (open field test) (Panel C). Test luz-oscuridad (light/dark
test) (Panel D). Adaptado de Cryan y Holmes (2005).

3.2.1. Laberinto circular elevado (Zero maze test)

El laberinto circular elevado fue desarrollado como una
modificacion del laberinto elevado en cruz para tratar de resolver
algunos problemas presentes en su predecesor (Shepherd, Grewal y
cols., 1994). A pesar de ello, el laberinto elevado en cruz goza de una
gran popularidad como modelo animal de ansiedad en la actualidad
y ha sido utilizado de forma muy generalizada (Carobrez y Bertoglio
2005; Walf y Frye 2007). Dicho laberinto se basa en la capacidad
para inducir ansiedad de las zonas elevadas y abiertas frente a las
zonas cerradas y es comunmente utilizado segtin una variacién que

fue propuesta por Lister (1987).

Se considera que los animales méas ansiosos tienden a pasar menos
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tiempo en las zonas desprotegidas y a entrar menos veces en ellas
para explorarlas. Sin embargo, la configuraciéon del laberinto elevado
en cruz contiene una zona central en la que los animales acostumbran
a pasar entre un 20-30% del tiempo total de la prueba y cuya
interpretacion es ambigua (Lee y Rodgers 1990; Rodgers y cols.,
1992). Para solucionar este problema y permitir una exploracion
continua evitando zonas de final de recorrido, como la parte final
de los brazos del laberinto elevado en cruz, Shepherd, Grewal y
cols., (1994) propusieron una nueva configuracion que daria lugar
al denominado laberinto circular elevado (zero maze) (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Distribucién de zonas en el laberinto elevado en cruz
(Panel A) y en el laberinto circular elevado (Panel B).

Como se puede observar en la figura 3.2, el laberinto circular
elevado contiene un par de zonas protegidas por paredes y dos
zonas desprotegidas. Todo el conjunto se encuentra elevado sobre
el suelo y permite al animal avanzar continuamente si lo desea ya
que han sido eliminados los tramos finales y las esquinas. La linea
basal ansiosa de los animales se determina a través del registro
de diferentes parametros durante el tiempo de administraciéon del
test que suele ser 5 6 10 minutos (Shepherd, Grewal y cols., 1994;
Walf y Frye 2007; Hart, Bergner y cols., 2010). Existe una gran
variedad de pardmetros que han sido relacionados con la ansiedad
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principalmente en experimentos con roedores. Los mas clésicos son
el tiempo que el animal permanece en el drea abierta y la latencia
en realizar la primera entrada en el area desprotegida. A mas tiempo
pasa el animal en la zona desprotegida se considera menos ansioso.
Al contrario, una elevada latencia se interpreta como un mayor nivel
de ansiedad (Lister 1987; Shepherd, Grewal y cols., 1994). Por otro
lado, encontramos algunos paradmetros que han sido denominados
"conductas de evaluacion del riesgo’ (Blanchard y cols., 1990). Una
de las mas usuales son los ’head dips’ que tienen lugar cuando el
animal saca la cabeza por debajo del circulo del laberinto (mirando
hacia el suelo) y que se puede producir en las zonas desprotegidas
o en el limite entre ambas zonas. A mayor nimero de head dips
consideramos que el animal presenta un menor nivel de ansiedad
(Blanchard, Blanchard y cols., 1990; Shepherd, Grewal y cols., 1994).
Otra conducta de evaluacién del riesgo es la denominada conducta
de atencion extremada o ‘stretched attend posture’ (SAP). Dicha
conducta se produce cuando el animal se estira y explora olfateando
sin moverse del sitio para después retornar a su posicién inicial. Un
incremento en el nimero de estas conductas se relaciona con elevados
niveles de ansiedad (Blanchard, Blanchard y cols., 1990; Shepherd,
Grewal y cols., 1994; Kulkarni y cols., 2007).

Otro parametro que se registra y que forma parte del repertorio
conductual de los roedores son los ‘rearings’. En esta conducta el
animal se eleva apoyandose en las dos patas traseras para explorar
las aristas superiores del laberinto en la mayoria de ocasiones.
Se considera que un incremento en el namero de rearings esta
relacionado con un incremento en los niveles de actividad exploratoria
general del animal o con sus niveles de actividad vertical (Rodgers,
Cao y cols., 1997; Weiss y cols., 1998), aunque algunos autores lo
sugieren como un pardmetro relacionado con la ansiedad cuando
los valores son bajos (Hart, Bergner y cols., 2010). Otro pardmetro
que genera una gran confusiéon y falta de consenso es el ntmero
de entradas en las zonas desprotegidas (Bourin, Petit-Demouliere

y cols., 2007). En la literatura cientifica podemos encontrar dicho
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pardmetro interpretado como un indice de actividad o de ansiedad
indistintamente y algunos autores lo han propuesto como pardmetro
puro de ansiedad (Lister 1987) o de naturaleza mixta (Rodgers
y Johnson 1995). Por tultimo, otros pardametros como el niimero
de defecaciones, el nimero de micciones o las conductas de aseo
‘groomings’ han sido relacionadas también con la ansiedad (Rodgers,
Cao y cols., 1997).

El laberinto circular elevado ha sido validado para su uso en ratas
(Shepherd, Grewal y cols., 1994; Mombereau y cols., 2007; Braun y
cols., 2011) y recientemente en ratones (Kulkarni, Singh y cols., 2007;
Mathiasen y cols., 2008). No obstante, dichas validaciones en el caso
de ratones, han sido realizadas con un escaso nimero de cepas y el
nimero de estudios disponibles en la actualidad también es escaso. La
suposicion de validez del laberinto circular elevado ha sido heredada
en gran medida por los estudios realizados en el laberinto elevado
en cruz del que si disponemos de abundante literatura cientifica al
respecto (Carobrez y Bertoglio 2005). En este sentido, se considera
que el laberinto circular elevado goza de validez etolégica, ya que
utiliza estimulos naturales que pueden elicitar respuestas ansiosas en
humanos (Dawson y Tricklebank 1995). De igual forma se le atribuye
validez aparente, validez de constructo y validez predictiva (Walf y
Frye 2007).

3.3. Limitaciones de los modelos

incondicionados

Como en cualquier modelo cientifico de investigacién, y a
pesar de las muchas virtudes descritas hasta el momento, los
modelos animales para el estudio de la ansiedad presentan algunas
limitaciones que deben ser tenidas en consideracién a la hora de
abordar el proceso experimental y en la posterior interpretacion
de resultados (Bouwknecht y Paylor 2008). Desafortunadamente,
en la mayoria de ocasiones dichas distorsiones no son tenidas en

cuenta, fundamentalmente por la aplicacion del método como una
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simple ejecucién de instrucciones y una interpretaciéon rigida de
los datos obtenidos. En los siguientes apartados, trataremos de
comentar algunas de las limitaciones més importantes centrando
nuestra atencion en el laberinto circular elevado y utilizdndolo como
modelo de ejemplo.

3.3.1. Nivel basal de ansiedad y capacidad de
deteccion

La limitacién impuesta por el nivel basal de ansiedad de los
animales utilizados en el experimento, viene dada por un simple pero
evidente hecho. Resulta imposible reducir los niveles de ansiedad
de animales que no muestran respuestas ansiosas a nivel basal, es
decir, en la exposicion al nuevo contexto y sin tratamiento alguno. De
igual forma, no podremos elevar los niveles de ansiedad de animales
que muestran una reacciéon ansiosa extrema (Bouwknecht y Paylor
2008). En este caso podemos considerar que se ha producido en
la prueba un ‘efecto suelo’ o ‘efecto techo’ respectivamente. En la
actualidad, podemos encontrar en la literatura cientifica ejemplos de
ambos casos (Hascoet y Bourin 1998; Kulkarni, Singh y cols., 2007).
Dicho problema es facilmente identificable si tomamos como ejemplo
uno de los parametros espacio-temporales mas utilizados en estos
modelos: el tiempo de exploracién en el contexto ansidogeno.

A nivel teérico, el tiempo maximo que el animal puede exponerse a
dicho contexto es el 50 % del tiempo total de la prueba, considerando
un margen de £+ 10 % aproximadamente (Bouwknecht y Paylor 2008).
Por ejemplo, en un ensayo de 5 minutos utilizando el laberinto
circular elevado como modelo, podemos considerar que los animales
no presentan ansiedad si pasan entre 120 y 160 segundos en el area
desprotegida. Niveles inferiores indicarian la presencia de ansiedad
(preferencia por las areas protegidas) y niveles superiores una
preferencia por las areas desprotegidas, algo que no se puede explicar
ano ser que existan otras variables interfiriendo, como una posibilidad
mayor de escape en dicha zona (Figura 3.3).

En lo concerniente a otros parametros como el ntimero de entradas
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Figura 3.3: Definicién teérica de las zonas identificables en el

parametro ‘tiempo en el area desprotegida’.

o las conductas de evaluacién del riesgo, se ha demostrado una clara
diferencia en los niveles basales de estos parametros en funcién de
la cepa de ratén utilizada. Cabe al respecto destacar el estudio
comparativo realizado por Milner y Crabbe (2008) con 15 cepas
de raton diferentes y en tres clasicos modelos incondicionados de
ansiedad: el laberinto circular elevado, el test del campo abierto y
el test luz-oscuridad.

Queda pues patente la importancia de la eleccion de la cepa de
raton mas adecuada al propoésito experimental y a sus expectativas.
Cepas con elevados niveles de ansiedad ofrecen un amplio margen de
deteccion de efectos ansioliticos, mientras que cepas con bajos niveles
de ansiedad, facilitan la deteccién de efectos ansidégenos. En el caso
de trabajar con téxicos, de los cuales desconocemos a priori su accién,
resulta indispensable la eleccion de una cepa con niveles medios
de ansiedad y tener siempre en cuenta la limitacion de deteccion
de la prueba a la hora de interpretar nuestros resultados. En la
actualidad, la cepa C57BL/6J es la mas utilizada en estudios de
ansiedad (Bouwknecht y Paylor 2008) y ha sido recomendada como
cepa de eleccion (Hart, Bergner y cols., 2010).
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3.3.2. Procedimiento experimental e influencia
ambiental

Otra de las limitaciones a tener en cuenta en la utilizacion de
un modelo de ansiedad animal es la posible influencia de variables
relacionadas con el procedimiento experimental. En una revision al
respecto, Bourin, Petit-Demouliere y cols., (2007) han sugerido la
existencia de un gran nimero de condiciones que afectarian a los test
de base etologica a partir del analisis de los estudios realizados en el
laberinto elevado en cruz (Figura 3.4).

ETOLOGICOS

Figura 3.4: Condiciones experimentales que pueden afectar a la
respuesta conductual en el laberinto elevado en cruz. Adaptado de
Bourin, Petit-Demouliere y cols., (2007).

Por comentar alguno de ellos podemos citar, respecto al diseno
del aparato, el trabajo de Hagenbuch y cols., (2006) en el que se
observaron mayores niveles de ansiedad en los animales expuestos
al laberinto elevado en cruz con paredes opacas que con paredes
transparentes. Por otro lado, la influencia del sexo y en particular del
ciclo estral de las hembras ha sido también demostrada y se contempla
en los protocolos mas recientes (Walf y Frye 2007; Simpson y cols.,

2012). En lo referente al laberinto circular elevado, disponemos
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de pocos estudios en la actualidad sobre la influencia de dichas
condiciones. A destacar es la influencia del amansamiento que ha sido
ampliamente descrita en ratas pero no en ratones y los resultados
contradictorios respecto a la estabularizaciéon en cajas individuales
(Voikar y cols., 2005; Arndt y cols., 2006; Walf y Frye 2007; Kwak y
cols., 2009).

Por ultimo, resulta interesante comentar que esta influencia
ambiental acaba afectando a los niveles basales de ansiedad de
los animales y en ultima instancia compromete la capacidad de
deteccién de la prueba como se ha explicado en el apartado anterior
(Bouwknecht y Paylor 2008).

3.3.3. Interpretacion de los parametros (Ansiedad
vs Actividad)

Uno de los principales problemas que encontramos en los
modelos animales de ansiedad basados en el paradigma de
aproximacion/evitacion es encontrar indices de ansiedad y de
actividad que resulten fiables. Es requisito de cualquier test obtener
una consistencia interna suficiente que permita identificar parametros
que estén altamente relacionados entre si y que, en tltima instancia
puedan ser relacionados con algin criterio externo.

En los primeros modelos adaptados de los trabajos de
Montgomery y Monkman (1955) se siguié la denominada ‘teoria de
los dos factores’. En ella se asumia que la exploracién en los animales
era instigada por sistemas ‘motivacionales’ independientes de los
mecanismos de miedo/ansiedad (Weiss, Wadsworth y cols., 1998). Sin
embargo, la realidad de esta teoria, que establece una diferenciacion
clara entre actividad exploratoria y ansiedad, ha sido cuestionada
sisteméaticamente los tltimos afios (Ramos 2008; Ennaceur 2012).
A éste tema, que es motivo de desacuerdo aun hoy dia, se han
dedicado diversos estudios para intentar esclarecer la existencia de
dicha independencia. Por un lado se han realizado estudios mediante
analisis de componentes principales, y analisis factoriales, tanto

exploratorios como confirmatorios, de la conducta de los animales
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para intentar determinar la dimensionalidad en diversos modelos
(Rodgers y Johnson 1995; Rodgers, Cao y cols., 1997; Wall y Messier
2000; Clement y cols., 2007).

Sin embargo, no existe una estructura dimensional estable
que pueda ser replicable y las conclusiones sobre la misma son
contradictorias. En un reciente estudio con 15 cepas diferentes de
raton se ha concluido que, de hecho, las conductas relacionadas
con la ansiedad y con el nivel de actividad general se encuentran
relacionadas y no son facilmente disociables (Milner y Crabbe
2008). Por otro lado, en estudios de validacion farmacolégica, dicha
independencia también ha sido cuestionada mediante el uso de
estimulantes del sistema nervioso central como la d-anfetamina
que han demostrado ser capaces de producir ’falsos positivos’
modificando los parametros tradicionales y comtnmente aceptados
como indicadores de los niveles de ansiedad (Dawson y cols., 1995;
Weiss, Wadsworth y cols., 1998).

Los resultados de estos dos tipos de estudios tienen consecuencias
directas sobre la validez de los modelos. En particular, la
imposibilidad de distinguir dimensiones claramente independientes
en los diferentes modelos compromete la fiabilidad de los mismos.
Por otro lado, los estudios farmacologicos que han demostrado
la capacidad de producir falsos positivos de algunas substancias
comprometen la validez predictiva del modelo. A todo esto, debemos
anadir los resultados contradictorios entre estudios que utilizan
diferentes modelos animales de ansiedad (Mathiasen, Mirza y cols.,
2008; Clement y cols., 2009; Braun, Skelton y cols., 2011). La falta de
coherencia entre los resultados obtenidos entre modelos basados en el

mismo paradigma compromete la validez convergente de los mismos.

Como se puede concluir de las lineas anteriores y a pesar
del largo recorrido que los modelos animales de ansiedad basados
en el paradigma de aproximacion/evitacion tienen en la literatura
cientifica, la discusiéon acerca de su validez y la interpretacién de sus
resultados sigue siendo un tema de debate en la actualidad. Podemos

por ello encontrar actualmente diferentes proposiciones para intentar
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solucionar dichas limitaciones proponiendo nuevas configuraciones
fisicas de los tests para aumentar la riqueza estimular de los mismos
y explorar una posible dimensionalidad de las pruebas o distinguir
entre miedo y ansiedad (Ramos y cols., 2008; Michalikova y cols.,
2010; Ennaceur 2012; Haller y Alicki 2012).

3.3.4. Traslacion de los resultados a humanos

Como se ha comentado en el capitulo 2 de esta tesis, la
conceptualizacion de la ansiedad sigue generando discusion hoy dia.
Los principales problemas radican en la separacién entre los conceptos
de ansiedad y miedo. En una investigacién sobre fisiopatologia de los
circuitos neurales de la ansiedad en roedores, Crestani y cols., (1999)
sugirieron que ‘Los estados ansiosos en humanos estan caracterizados
por conductas de evitacion del dano y un sesgo en la interpretacion
de los estimulos amenazantes’ (p. 833). Sin embargo, el‘freezing’ o
‘quedarse paralizado’ es una conducta de evitaciéon del dano que ha
sido relacionada con el miedo en animales (Lang, Davis y cols., 2000).
La falta de consenso entre la literatura clinica y la cientifica hace
dificil disefiar modelos animales de ansiedad con una mayor validez
aparente.

Por otro lado, resulta evidente que es imposible simular en
animales algunos sintomas de los trastornos de ansiedad dependientes
de complejos conceptos cognitivos como el miedo a perder el control’
o ’el miedo a enloguecer’. Ningin modelo animal podra emular
totalmente ningtn trastorno de ansiedad y debe entenderse como una
aproximacion al mismo (Arguello y Gogos 2006). Aunque algunos
nuevos enfoques como la traslacion inversa pueden ayudarnos a
generar modelos de ansiedad més efectivos mediante el estudio, por
ejemplo, de la conducta exploratoria en humanos (Perry y cols.,
2009).

Por dltimo, los modelos animales deberian reproducir la
dimensionalidad de la ansiedad encontrada en humanos. A este
respecto, la clasica distincién entre ansiedad estado y ansiedad rasgo

ha sido asumida dentro de los modelos animales de ansiedad bajo
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la consideraciéon de que la ansiedad estado estaria elicitada por las
diferentes pruebas de evaluacion mientras que la ansiedad rasgo
corresponderia a los diversos modelos genéticos y sus variaciones
en la expresion fenotipica de la misma (Ohl 2005). Sin embargo,
recientes propuestas sobre la multidimensionalidad de la ansiedad
en roedores nos alejan de dicho propésito. Entre ellas encontramos la
hipotesis de que cada modelo estaria evaluando un rasgo diferente
de la emocionalidad de los animales pero que compartirian como
elemento comun la ansiedad (Ramos 2008).

En la actualidad, todos estos problemas se incrementan debido
al desarrollo de nuevas aproximaciones a la ansiedad mediante la
proposiciéon de su estudio en otros animales como el pez cebra
que nos aleja de los supuestos de validez y presenta mayores
problemas de traslacion de resultados (Cachat y cols., 2010). Por
otro lado, encontramos nuevas proposiciones que, a través de la
manipulacién farmacolégica o ambiental intentan especializarse en
algunos trastornos de ansiedad como la crisis de angustia, el trastorno
obsesivo compulsivo o la fobia social para hacer mas plausible la
traslacion (Andersen y cols., 2010; Barsy y cols., 2010; Klein y cols.,
2010).

La traslaciéon de resultados entre animales y humanos respecto
a la ansiedad presenta multiples limitaciones pero, a pesar de ello,
los modelos animales de ansiedad son un instrumento indispensable
en la investigacion actual. Por este motivo, es necesaria una mayor
integracion entre los resultados provenientes de la investigacion
clinica y la neurociencia para poder generar y adaptar los modelos
existentes en base a un consenso conceptual entre los investigadores
dedicados a esta tarea.
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Hipotesis y Objetivos

1.1. Propésito y fundamento

En la actualidad, los estudios sobre los efectos neuroconductuales
derivados de la exposicién a toxicos son una importante herramienta
para preservar la salud mental de la poblacion. La extension de
este campo de investigaciéon ha crecido notablemente en los ultimos
anos. Este trabajo empieza como uno mas de los muchos estudios
centrados en la evaluaciéon de dichos efectos producidos por uno de
los toxicos ambientales que més literatura cientifica esta generando
en los ultimos afios, los PBDEs. Sin embargo, ante los problemas
detectados en la interpretacion de los resultados del mismo y siendo
conscientes de que la validez de los mismos se sustenta en la correcta
interpretacion de las pruebas que se administran en este tipo de
estudios, esta tesis se focaliza inmediatamente en un intento de
solucién a dichos problemas a través del estudio de la teoria de uno
de los modelos animales disponibles para evaluar alteraciones en los
niveles de ansiedad, el laberinto circular elevado. Por lo tanto, este
trabajo a diferencia de la mayoria de tesis, se mueve desde lo asumible
a lo cuestionable y no a la inversa, en un intento por dilucidar el

fundamento y validez del modelo.

1.2. Hipodtesis

La exposiciéon a PBDEs y en concreto a deca-DBE es capaz
de producir alteraciones neuroconductuales en poblacién adulta que
pueden ser detectadas de forma eficaz a través de los modelos

animales disponibles para evaluarlas.
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1.3. Objetivo general

Evaluar los efectos neuroconductuales derivados de la exposicién
a deca-BDE y resolver los posibles problemas de interpretacion
derivados de las pruebas administradas.

1.3.1. Objetivos especificos

e Evaluar los efectos neuroconductuales derivados de una
exposicién subaguda a uno de los congéneres mas bromados
de los PBDEs el deca-BDE sobre la ansiedad, el aprendizaje

y la memoria espacial.

e Analizar la influencia de dos variables ambientales, el
amansamiento y el aislamiento social, en los niveles de

ansiedad evaluados mediante el laberinto circular elevado.

e Analizar la relacién existente entre los parametros de actividad
y los de ansiedad en el laberinto circular elevado y utilizarla
para generar un método que permita disociar la interaccién
entre ambos.

e Evaluar la validez predictiva bidireccional del laberinto
circular elevado y la presencia de elementos de confusién en la
interpretacion de los efectos relacionados con la actividad que
puedan dar lugar a la aparicién de falsos positivos.
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CAPITULO 1

Materiales generales

1.1. Animales de experimentacién

Para la realizaciéon de los dos primeros experimentos se utilizaron
54 ratones machos wild type y 18 ratones machos transgénicos del
modelo Tg2576 cuyo background genético procede de la mezcla de
las cepas C57BL6 y SJL (Lille Skensved, Dinamarca). Para el tercer
experimento se utilizaron 99 ratones macho de la cepa C57BL/6J
(obtenidos de Charles River, CRIFFA, Barcelona, Espafia). Los
animales fueron acomodados en el estabulario en cajas estdndar
de policarbonato (220 x 220 x 145 mm) sobre estanterias fijas
suministradas por PanLab S.L.U.

Las condiciones ambientales se mantuvieron constantes con una
temperatura de 22 + 2 C°, una humedad relativa de 50 + 10% y
un ciclo de luz-oscuridad constante de 12 horas diarias (luz: 08:00 a
20:00 h). Todos los animales dispusieron de acceso libre a la comida
(pienso para roedores suministrado por Harlan, Barcelona, Espafa)

y agua del servicio municipal ad libitum.

Los procedimientos utilizados en la experimentacién fueron
protocolarizados y aprobados por el Comité Etico de Cuidado y Uso
animal de la Universitat Rovira i Virgili siguiendo los 'Principios
de cuidado del animal de laboratorio’ establecidos en la directiva
2010/63/EU de la Union Europea.
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1.2. Toéxicos, farmacos y método de

administracion

El éter de decabromodifenilo (BDE-209) bajo la denominacion
de Saytex 102-E(©) fue suministrado por LG Promochem, Barcelona,
Espana. El compuesto fue disuelto en aceite de girasol (Koipesol) y
se administré6 mediante sonda intragastrica al grupo correspondiente
a una dosis de 20 mg/kg/dia durante 15 dias. Dicha dosis ha
demostrado tener efectos adversos en estudios de neurodesarrollo
(Goodman 2009).

En el estudi6 de caracterizacion se utiliz6 clordiazepoxido
(Teofarma Iberica, Barcelona, Espafia), picrotoxina (Sigma-Aldrich
Quimica, Madrid, Espafia) y metilfenidato (Laboratorios Rubio,
Barcelona, Espafia). Los compuestos fueron disueltos en suero
fisioloégico y administrados intraperitonealmente a sus grupos
correspondientes 30 minutos antes de la prueba conductual. Las dosis
administradas fueron las siguientes: clordiazepdxido (2,5 mg/kg; 5
mg/kg v 10 mg/kg), picrotoxina (0,5 mg/kg; 1 mg/keg; 2 mg/kg) y
metilfenidato (2,5 mg/kg; 5 mg/kg y 10 mg/kg). Las dosis elegidas
para los compuestos se basaron en estudios realizados anteriormente
con estos farmacos (Niculescu y cols., 2005; Kulkarni, Singh y cols.,
2007; Mathiasen, Mirza y cols., 2008).

50



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLOGICOS
Luis Heredia Santaella

Diposit Legal: T.1558-2013

CAPITULO 2

Métodos generales

2.1. Procedimiento de amansamiento

En la actualidad disponemos de pocos trabajos en los que se hayan
estudiado los efectos del amansamiento en ratones. Por otro lado, los
estudios que lo utilizan presentan una gran heterogeneidad respecto
a las formas y, en muchas ocasiones, éste se encuentra poco detallado.
En nuestro estudio el procedimiento de amansamiento fue realizado
por todos los experimentadores implicados en la posterior valoracién
conductual. El protocolo fue aplicado durante 5 dias consecutivos. El
tiempo aproximado del protocolo fue fijado en 1 minuto por cada
animal. Cada dia y a la misma hora se administré el protocolo
de amansamiento a los animales correspondientes de acuerdo a los

siguientes pasos:

Coger al animal por la cola, colocarlo sobre el antebrazo e
identificarlo.

e Pesar al animal en la bascula trasladandolo otra vez cogido

por la cola.

e Colocar al animal de nuevo sobre el antebrazo y tratar de
acariciarlo.

e Colocar al animal sobre la palma de la mano y acercarla a su

caja para permitirle descender libremente.
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2.2. Procedimiento de aislamiento social

La restriccion de interaccion social se realizd mediante el
alojamiento individual de los animales en las cajas. Aquellos animales
bajo la condicién de aislamiento estuvieron alojados individualmente
durante 30 dias antes de la valoracién conductual. En este periodo
de tiempo no hubo interaccién tampoco con los experimentadores
salvo aquellos animales que estuvieran asignados a la condicién de

amansamiento.

2.3. Valoracién conductual

2.3.1. Bateria de observacion funcional

La bateria de observacion funcional (FOB) fue desarrollada
originalmente por Moser (2000) para su utilizacion como método
de cribaje en estudios toxicologicos para ratas. La FOB fue
posteriormente adaptada para su uso en ratones (Sills y cols., 2000;
Franco-Pons y cols., 2007). En ella se evaldan de forma general los
efectos producidos por la exposicién a toxicos a través de 18 items que
cubren el correcto funcionamiento del sistema nervioso central (CNS)
y su excitabilidad, la posible afectacion neuromotora y del sistema
autondmico asi como la reactividad sensoriomotora. Esta valoracion
se efectia en tres contextos diferentes: mediante la observacion de
la conducta del animal en su propia caja, en un campo abierto y
en respuesta a la manipulacién y estimulacién. En la observacion
del animal en su propia caja se evalia la actividad del animal a
través del namero de rearings que realiza, las veces que come pienso
o bebe agua, su disposicién a escalar colgdndose de la rejilla superior
de la caja, la presencia de estereotipias, la cuantificacion de las
conductas de aseo (groomings) y cualquier conducta que pueda ser
considerada anormal. Tras ser extraido de su caja, el experimentador
observa como responde a la manipulacion, la dificultad para atraparlo
y su apariencia general. Posteriormente, en un campo abierto de

60 x 90 cm se evalia la actividad general del SNC puntuando el
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2.3. Valoracién conductual

nivel de alerta que presenta el animal y registrando el nimero de
rearings que realiza. Los efectos autonémicos se evalian mediante
la cuantificacion del numero de micciones y defecaciones. El tono
muscular y el equilibrio se evalian mediante la observacién de la
marcha, la movilidad general, la capacidad de escalar por una rejilla
y el reflejo natural de darse la vuelta cuando son colocados con el
dorso en el suelo. Finalmente, la reactividad sensoriomotriz se evalia
a través de la reaccién expresada por el animal ante el acercamiento
de un objeto, al tocarlo y al escuchar un ruido generado encima de
él (Golub y cols., 2004). En los anexos se pueden consultar las hojas

de registro con las conductas registradas en nuestro protocolo.

2.3.2. Laberinto acuatico de Morris

El laberinto acuatico de Morris es una prueba de conducta que
nos permite evaluar los posibles déficits en aprendizaje y memoria
espacial en estudios neuroconductuales. Dicha prueba consiste en
una piscina circular llena de agua (didmetro: 1 m y profundidad: 60
cm) que contiene, en uno de los cuatro cuadrantes imaginarios que
podriamos delimitar mediante dos lineas ortogonales, una plataforma
(didmetro: 10 cm) sumergida 1 cm bajo la superficie del agua que el
animal deber4 ir aprendiendo a localizar mediante senales situadas en
el exterior de la piscina (extralaberinticas) (Morris 1984) (Figura 2.1).
Al cuadrante que contiene dicha plataforma se le denomina cuadrante
objetivo.

En nuestro protocolo, los animales realizaron dos ensayos de
aprendizaje cada dia (duracion maxima: 90 s cada uno) durante
10 dias. En cada ensayo el animal era colocado en la piscina en
un lugar de salida diferente situado en uno de los tres cuadrantes
que no contenian la plataforma. Una vez hallada la plataforma el
animal debia permanecer sobre ella 30 segundos. Si transcurrido el
tiempo méaximo de cada ensayo, el animal no conseguia localizar
la plataforma, el experimentador colocaba al animal sobre ella
permitiéndole observar el entorno durante 30 segundos méas. El

tiempo entre ensayo y ensayo fue fijado en 30 minutos. En
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Capitulo 2. Métodos generales

el protocolo desarrollado en nuestro laboratorio se incluyé una
pared interna giratoria a la piscina para evitar que los animales
acabaran aprendiendo la posicion de la plataforma mediante senales
intralaberinticas (defectos en las paredes de la piscina) y obligarlos, de
esta forma, a referenciarse en el exterior (Ribes y cols., 2008). Dicha
pared era cambiada de posicién en cada ensayo aleatoriamente.

Plarafarma

Cuadrante Objenvo

Sefiales de oriencacén 0
escrral ab erinm cas

Figura 2.1: Distribucion de cuadrantes y seniales extralaberinticas en
la prueba del laberinto acuatico de Morris.

En cada ensayo se midi6 la latencia de escape, es decir, el tiempo
que cada animal tardaba en encontrar la plataforma. Una reduccion
paulatina en dicha latencia a lo largo de los ensayos nos sugiere que
se ha producido aprendizaje (Vicens y cols., 2003). Para evaluar la
capacidad de retencién, en nuestro protocolo realizamos 5 ensayos de
prueba (probe trials) los dias 3, 5, 8 y 10 antes de los dos ensayos

de entrenamiento excepto el 10 dia que se realiz6 después. En dichos
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2.3. Valoracién conductual

ensayos se retird la plataforma sumergida del cuadrante objetivo y
se permiti6 a los animales nadar libremente durante 60 segundos.
De interés en este tipo de ensayos es el tiempo que los animales
pasan nadando en el cuadrante objetivo, es decir, en aquel cuadrante
en el que deberian encontrar la plataforma. Un ensayo de prueba
adicional se realizé también transcurridas 72 del dltimo ensayo de
entrenamiento. Todas las mediciones fueron realizadas a través de una
videocamara situada en la parte superior del laberinto y conectada
a un ordenador que realizaba la gestién del material visual mediante
el software Etho-Vision© v3.0 (Noldus Information Technologies,

Wageningen, Paises Bajos).

2.3.3. Caja de luz-oscuridad

El test luz-oscuridad fue desarrollado como modelo de ansiedad
por Crawley y Goodwin (1980) y ha sido varias veces objeto de
revision (Hascoet y Bourin 1998; Bourin y Hascoet 2003). El aparato
utilizado en nuestros experimentos estd basado en dichos estudios
y consiste en una caja de metacrilato de 45 x 27 x 27 cm con
una tapa en la parte superior. Dicha caja se encuentra dividida
en dos compartimentos. Uno de los compartimentos es negro y
el otro es blanco y posee una fuente de iluminacién en la parte
superior adherida a la tapa que, en el caso del compartimento
blanco es transparente para permitir observar al animal. Entre ambos
compartimentos, en la pared central que divide la caja, se encuentra
una apertura de 7,5 x 7,5 cm que permite al animal pasar de un
compartimento a otro libremente.

Los indicadores de ansiedad més utilizados en este modelo animal
de ansiedad son: el ntimero de transiciones que el animal realiza
entre compartimentos y el tiempo que el animal pasa en uno u otro
compartimento. Considerando mas ansioso a aquel animal que pasa
menos tiempo en el compartimento iluminado. Este aparato también
permite realizar otro tipo de mediciones como el nimero de rearings,
el nimero de micciones y el de defecaciones. En nuestro protocolo,

el animal era transportado al compartimento oscuro y, tras cerrar la
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Capitulo 2. Métodos generales

tapa, se le permiti6 explorar el aparato libremente durante 5 minutos.
Una vez finalizado el tiempo y registrados los parametros, el laberinto
se limpi6 con una solucién de etanol al 50 % para evitar que los
posteriores animales pudieran percibir el olor de los animales que

ya habian pasado la prueba.

2.3.4. Laberinto circular elevado

El laberinto circular elevado se basa en la capacidad para generar
ansiedad en roedores de los espacios abiertos y elevados (Montgomery
y Monkman 1955). Se concibié como una modificacion del laberinto
elevado en cruz para solventar algunos problemas de interpretacién
relacionados con &areas ambiguas presentes en el mismo. Ha sido
validado para su uso en ratas (Shepherd, Grewal y cols., 1994)
y recientemente en ratones (Kulkarni, Singh y cols., 2007). Dicho
laberinto estd formado por un aro blanco de 6 cm de ancho y
un didmetro exterior de 45 cm. Dicho aro se encuentra elevado 40
cm del suelo y estd dividido en cuatro zonas. Dos de ellas poseen
paredes laterales (consideradas zonas protegidas) y las otras dos no
(consideradas zonas desprotegidas) (Figura 2.2).

A través del tiempo que los animales pasan en las zonas
desprotegidas se puede inferir el nivel de ansiedad que presentan.
Se considera de esta manera que el animal mas ansioso pasara menos

\ [ 7
\ |

Figura 2.2: Estructura del laberinto circular elevado
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No obstante existen una gran variedad de indices que han sido
relacionados con la ansiedad como la latencia en realizar la primera
entrada en una zona desprotegida, el nimero de entradas o el nimero
de head dips. A través del namero de rearings puede ser evaluado el
nivel de actividad vertical de los animales y, dada su construccién,
permite realizar otras observaciones como el nimero de micciones,
defecaciones y conductas de aseo (groomings). En nuestro protocolo
los animales fueron transportados y depositados en una de las zonas
protegidas permitiendo al animal explorar libremente el laberinto
durante 5 minutos. Una vez transcurrido ese periodo de tiempo, y
tras registrar todos los parametros descritos anteriormente, el animal
era devuelto a su caja y el laberinto era limpiado con una soluciéon
de etanol al 50 % para eliminar los olores que hubiera podido dejar

el animal.

2.4. Estadistica

Para analizar los datos de este trabajo se utilizé el software de
anélisis estadistico SPSS(@© v17.0. La homogeneidad de la varianza
se analiz6 mediante el test de Levene. Las diferencias entre grupos,
excepto para el estudio de validacién farmacologica, se realizaron
mediante test ANOVA seguido de las pruebas post-hoc con la
correccién de Tukey. En aquellos casos en que el diseno fue de medidas
repetidas se realiz6 un test ANOVA para medidas repetidas y las
pruebas post-hoc con la correccién de Bonferroni. Las comparaciones
entre los diferentes grupos de tratamiento y el grupo control se
realiz6 mediante t-test en el estudio de validaciéon farmacologica. En
los casos de violaciéon de supuestos estadisticos se utilizaron la U
de Mann-Whitney y el test de Kruskal-Wallis como alternativas no
paramétricas. Para el andlisis de la corcondancia entre los pardmetros
registrados de dos formas diferentes en el estudio de caracterizacion
farmacologica se utilizo el coeficiente de correlacion intraclase (ICC)
(Shrout y Fleiss 1979). El nivel de significacion se fijo en p <0.05.
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CAPITULO 1

Behavioral effects of oral subacute exposure to
BDE-209 in young adult mice: A preliminary
study

Dada la importancia que la investigacién esta dando al estudio de
los éteres difenilicos polibromados y su ya demostrada acumulacion
en el medio ambiente, este trabajo se centré6 en la evaluacion
de los efectos neuroconductuales derivados de una exposicion
subaguda a BDE-209 en poblaciéon adulta. En él se evalué el
estado general del animal a través de la bateria de observacion
funcional, la ansiedad mediante el laberinto circular elevado y
la caja luz-oscuridad y, por ultimo, la memoria espacial y la
retenciéon mediante el laberinto acuatico de Morris. Los resultados
no mostraron alteraciones significativas en el estado general del
animal. No obstante, se pudo detectar un retraso en el aprendizaje
espacial en los animales expuestos a BDE-209. A destacar es la
incongruencia entre los resultados obtenidos en los dos modelos
animales de ansiedad utilizados. Mientras que la caja luz-oscuridad
no mostré diferencias significativas, el laberinto circular elevado
evidencié diferencias significativas que podrian ser interpretadas
como una reduccién en los niveles de ansiedad de los animales
expuestos a BDE-209. Sin embargo, el hecho de presentar mayor nivel
de entradas en las zonas protegidas en este grupo y que resultaran
significativas respecto al grupo control, sugiere que los resultados
podrian deberse a la interferencia de el nivel general de actividad de
los animales intoxicados. El problema se acrecent6 al comprobar que
en la literatura cientifica al respecto este parametro es interpretado
como indicador de alteraciones en los niveles de ansiedad y actividad

indistintamente.
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In this study, we examined the effects of an oral subacute exposure to 2,2',3,3'4,4',5,5,6,6'-decabromod-
iphenyl ether (BDE-209) on young adult inbred wild type Tg2576 mice. BDE-209 was administered by
gavage at doses of 0 and 20 mg/kg/day dissolved in sunflower oil for 15 days. Two behavioral endpoints
were examined: anxiety-activity in a light/dark test and a zero maze test, and learning and spatial mem-
ory in a water maze test. Young adult mice exposed to BDE-209 showed a reduction in anxiety levels and
a delayed learning in a spatial memory task. Although the results indicated that behavioral effects were
present in a young adult exposed population of wild type Tg2576 mice, further studies on chronic expo-
sure to BDE-209 are clearly necessary in order to corroborate these effects.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Polybrominated dipheny! ethers (PBDEs) are a group of chemi-
cal substances that are used as additive flame-retardants in a num-
ber of consumer products. PBDEs are present in the environment,
having been found at different levels in samples from sediments,
surface waters, sludge, as well as house dust and indoor air (Ali
et al,, 2011; Covaci et al,, 2011; Peng et al,, 2009; Wang et al.,
2011). Because PBDEs are lipophilic, they accumulate in fatty tis-
sues of humans, mammals, fish, and birds (Anderson et al., 2008;
Guerra et al., 2011; Moon et al., 2011; Rotander et al., 2011). The
theoretical number of PBDE congeners is 209, which are divided
into 10 congener groups (mono- to decabromodiphenyl ethers,
based on the amount and position of the bromine atoms). Lower
brominated congeners tend to accumulate in adipose tissue more
than higher brominated congeners (Stapleton et al., 2006).

Concerning human exposure to PBDEs, the diet is considered to
be the principal route, being PBDEs mainly detected in fish and
shellfish (Bocio et al., 2003; Domingo et al., 2008; Domingo,
2011). PBDEs have been also found at relatively notable concentra-
tions in indoor air and house dust. Therefore, some studies con-
sider that inhalation is another important route by which PBDE
levels increase in humans (Ali et al., 2011; Lorber, 2008; Vorkamp
et al,, 2011). Recently, Meeker et al. (2009) showed that human
hormone levels (free T4) could be affected by concentrations of
PBDEs (BDE 47, 99, and 100) in house dust.

* Corresponding author. Tel.: +34 977 759325; fax: +34 977 759322.
E-mail address: margarita.torrente@urv.cat (M. Torrente).

0278-6915/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fct.2011.12.002

Children are a high-risk population for PBDEs because these
compounds can act as endocrine disruptors (Legler, 2008; Meerts
et al,, 2000), and be consumed in breast milk at critical stages in
the development of the nervous system. Animal studies have
shown that exposure to PBDEs at these critical stages may impair
locomotor activity, habituation, and accuracy in learning and spa-
tial memory tasks (Costa and Giordano, 2007). PBDEs can also de-
crease T4 levels in serum and alter the development of the
cholinergic system after neonatal exposure (Costa and Giordano,
2007), while the effects on anxiety or impulsivity have been punc-
tually studied (Driscoll et al., 2009; Fowles et al., 1994).

Although lower brominated congeners of PBDEs are banned by
the EU, the highest brominated congener, 2,2',3,3'4,4',5,5',6,6'-dec-
abromodipheny! ether (BDE-209), is still being added to consumer
products, as it was excluded from this ban (O] L 271/48,
15.10.2005). The half-life and bioavailability of BDE-209 are lower
than those of other PBDE congeners (Darnerud et al, 2001;
Sandholm et al., 2003; Talsness, 2008). However, recent studies
have shown that BDE-209 can be metabolized and accumulated
through debromination and dehydroxylation processes in animal
organisms (Kierkegaard et al,, 2007; Sandholm et al., 2003) and
human hepatocytes (Qiu et al., 2009; Stapleton et al., 2009).

BDE-209 is used in electronic appliances, car seats, carpets,
mattresses, furniture, and building materials (Darnerud et al.,
2001; Talsness, 2008). Recent studies have been focused on deter-
mining the potential risk of BDE-209 exposure. However, most
investigations were based on acute prenatal or postnatal exposure
(Rice et al., 2007; Viberg et al., 2006). Thus, information on the pos-
sible effects of BDE-209 intoxication on the adult population is
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scarce. Studies on adults have mainly focused on physiopathologi-
cal impairment at high dietary doses of BDE-209. Thyroid hyper-
plasia, liver enlargement, kidney-hyaline degeneration, as well as
hematocrit and red cell count decreases have been observed
(Darnerud et al., 2001; Norris et al., 1975). Moreover, after expo-
sure for 15, 30, and 60 days, adult Swiss mice showed a permanent
and dose-dependent impairment in the cholinergic system; more
specifically an increase in total cholinesterase activity (Liang,
2010). This finding agrees with the learning and memory impair-
ment reported in neonatal studies (Costa and Giordano, 2007).

The main goal of the present study was to investigate in young
adult animals the behavioral effects of a subacute exposure to BDE-
209, for which there is not available information. This preliminary
study was focused on assessing these potential alterations in wild
type Tg2576 mice, a genetic combination between C57BL/6N and
SJL/N mice, widely used in toxicological studies as control animals.
Inbreed strains show low-level genetic polymorphism due to small
original colony (Koide et al., 2011; Valdar et al., 2006). Thus, the
use of wild type Tg2576 mice with a combined genetic background
should allow that the results generalization may be more suitable
given that behavior has been proven extremely variable among hu-
man beings (Koide et al., 2011).

2. Materials and methods
2.1. Animals and treatment

Male wild type Tg2576 mice (Taconic Europe, Lille Skensved, Denmark) were
used in this study. At the beginning of the experimental period animals were
3 months old. Mice were individually housed in plastic cages (28 x 28 cm) in an
animal room, which was maintained at a temperature of 22 + 2 °C, with a relative
humidity of 50 + 10%, and a 12-h light/dark automatic light cycle (light, 8:00 AM
to 8:00 PM) with food and water ad libitumn. Two groups were randomly generated:
(a) control group, 9 animals, and (b) BDE-209-treated group, 8 animals. Food and
water consumption were recorded throughout the experimental period, which
was established in 15 days (subacute exposure). During that period, mice were dai-
ly weighed. The BDE-209 treated group received doses of 20 mg/kg/day, a dose with
adverse effects in neur | studies (Good 2009), by gavage of this
compound (Saytex102-E© provided by LGC Promochem, Barcelona, Spain) dis-
solved in sunflower oil (Koipesol©), while animals in the control group received
sunflower oil only. At the end of the experimental period, all mice were sacrificed
by cervical dislocation. The use of animals and the experimental protocol were ap-
proved by the Animal Care and Use Committee of the Universitat “Rovira i Virgili"
(Tarragona, Catalonia, Spain).

2.2. Behavioral tests

2.2.1. Functional observational battery (FOB)

Originally designed to assess neurotoxic effects on rats (Moser, 2000), the FOB
has been also widely used and adapted for mice (Franco-Pons et al., 2007; Golub
et al.,, 2004; Sills et al., 2000). In the present study, the FOB protocol consisted of
18 end-points, which evaluated central nervous system (CNS) activity and excitabil-
ity, neuromuscular and autonomic effects, as well as sensorimotor reactivity
(Franco-Pons et al., 2007; Sills et al., 2000). After animals were assessed in their
own cages for activity, rearing, eating, climbing, stereotypy, grooming, and abnor-
mal movements, they were removed and held by the observer so that ease-of-re-
moval, handling reactivity and general appearance could be scored. Each mouse
was then placed in an experimental white box (60 x 90 cm), while the observer
analyzed CNS activity (arousal, rearing), autonomic effects (urination, defecation),
muscle tone/equilibrium (gait, mobility, righting reflex, inverted screen), and senso-
rimotor reactivity (approach resp click resp , touch resp ) (Franco-Pons
et al,, 2007; Golub et al., 2004). Both, control and BDE-209-treated groups per-
formed this test on the same day.

2.2.2. Light/dark test

The apparatus used for the light/dark test was based on that described by
Crawley and Goodwin (1980). A closed top arena (45 x 27 x 27 cm), with methac-
rylate walls and opaque floor, comprised two compartments. One compartment
was painted black and another white. The compartments were separated by a
methacrylate partition with a centrally-positioned 7.5 x 7.5 cm opening at floor
level. Testing was performed in a room with standard background illumination.
The white compartment was illuminated by a lamp in the ceiling, while the dark
compartment was not illuminated. Mice were individually placed in the center of
the black compartment and allowed 5 min to explore the apparatus. Between a

66

L. Heredia et al./Food and Chemical Toxicology 50 (2012) 707-712

mouse and the next one, the apparatus was cleaned with cloths dampened with
50% ethanol. The ing p s were eval d: inter-compartmental tran-

sitions, time spent in the black compartment, latency to first entry into the white
compartment, and number of urinations and defecations.

2.2.3. Zero maze test

All animals were evaluated for anxiety and activity levels with the zero maze
test. This is a pharmacologically validated assay of anxiety in animal models, which
is based on the natural aversion of mice to elevated and open mazes (Kulkarni et al.,
2007; Shepherd et al., 1994). It consists of a 6 cm wide ring with an outer diameter
of 45 cm containing four equal quadrants of alternating walled (closed) or unwalled
(open) sections. The entire ring is elevated 40 cm. Mice were placed in the closed
region at the start of their 5-min sessions. The following parameters were exam-
ined: time spent in the open region, latency to first entry into the open region, num-
ber of entries into the open region, number of rearings (number of times the mouse
stood on their two hind legs), number of groomings (self-cleaning behavior), num-
ber of head dips (downward movements of mouse's head toward the floor), and
number of urinations and defecations. The maze was cleaned with tissue dampened
with 50% ethanol between experiments.

2.2.4. Water maze test

The water maze consisted of a circular tank (diameter: 1 m; height: 60 cm) di-
vided into four quadrants. An escape platform (10 cm in diameter) was located 1 cm
below the water surface in the target quadrant (Morris, 1984). Mice performed two
trials per day for 10 consecutive days. During each trial, mice were allowed 90 s to
find the hidden platform and remained on it for 30 . If they failed to find the plat-
form, they were placed on it by the experimenter. The inter-trial interval was
30 min. At the start of each trial, mice were randomly placed in one of the three
non-target quadrants. Animals learn where the platform is from signals external
to the maze (Vicens et al., 2003). To avoid proximal cues and to prevent egocentric
learning, an internal mobile wall was added to the maze and randomly moved be-
tween trials (Ribes et al., 2008). On days 3, 5, 8, and 10 after the acquisition trials,
animals performed a probe trial, which consisted of 60 s of free navigation without
the platform. Seventy-two hours after the last training session, retention of the task
was again tested by using the same procedure. Performance was recorded by a vi-
deo camera placed above the maze and data were analyzed by the video tracking
program Etho-Vision© v3.0 (Noldus Information Technologies, Wageningen, The
Netherlands). The latency to find the escape platform, the distance traveled, and
the swim velocity during the training sessions were measured. During the probe tri-
als, total time spent in the target quadrant and the time spent in the other quad-
rants were also measured in order to compare the time searching in the target
quadrant with the average time spent in the other quadrants.

2.3. Statistics

The statistical software SPSS© v17.0 was used to analyze the data. Behavioral
data were compared by means of the -test. The acquisition data, body weight,
and food and water ¢ were compared by means of ly ANOVA
for repeated Variance was y using the Levene test.
The Mann-Whitney U-test was used when appropriate. Significance was set at
p<0.05.

3. Results
3.1. Food and water consumption, and body weight

No deaths occurred during the experimental period. Body
weight of the animals significantly increased during that period
in both the control and the BDE-209-treated group (p =0.001).
No significant differences in body weight were observed between
these groups. To analyze food and water consumption, a mean va-
lue per cage was used. Significant differences in food consumption
were observed over the experimental period (p=0.045). On days
14,17,19, 22, 24, and 25, water and food consumption were higher
than in the remaining days. However, no significant differences be-
tween groups were observed.

3.2. Behavioral tests

3.2.1. Functional observational battery (FOB)

Eighteen parameters were scored using the FOB in order to as-
sess CNS activity and excitability, neuromuscular and autonomic
effects, and sensorimotor reactivity. Statistical significance be-
tween the group means was tested. Results in arousal, expressed
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as mean + SEM, were 4.43 + 0.20 and 3.50 + 0.37 for the control and
the BDE-209-treated group, respectively. The results showed that
arousal (state of being awake or reactive to stimuli) in the open-
field was significantly higher in the control group than in the
BDE-209-treated group (p = 0.027). FOB test did not reveal any sig-
nificant differences in other variables.

3.2.2. Light/dark test

The means of inter compartmental transitions, time spent in the
black compartment, latency to first entry into the white compart-
ment, and the number of urinations and defecations were com-
pared. No significant differences between groups were found in
these parameters (Fig. 1).

3.2.3. Zero maze test

The latency to enter into the open region, as well as the time
spent there, are probably the best indicators of anxiety in this par-
adigm (Kulkarni et al., 2007; Shepherd et al., 1994). As anxiety in-
dexes, we also tested the number of entries into the open region,
number of head dips, number of groomings, number of rearings,
and number of defecations and urinations (Milner and Crabbe,
2008). The t-test showed significant differences between groups
in the number of entries (p=0.033), number of head dips
(p=0.034), latency to first entry (p=0.027), and time spent in
the unprotected area (p = 0.039) (Fig. 2). Animals in the BDE-209-
treated group showed an increase in these parameters with respect
to those in the control group. However, no significant differences in
other parameters were noted.

3.2.4. Water maze test

During the acquisition trials, both groups of mice showed sig-
nificant differences in escape latencies over days (p = 0.025). The
time to find the platform decreased during the acquisition trials
for both groups (Fig. 3). It also occurred with the distance traveled
(p=0.013). Notwithstanding, no significant differences were ob-
served between groups in these variables.

During the retention trials, the time spent in the target quad-
rant increased significantly throughout the probe trials for all
groups (p = 0.006). However, no significant differences were ob-
served between groups in this variable. When the means of the
time spent in the target quadrant were compared with the means
of the time spent in other quadrants, for both the control group and
treatment groups (Fig. 4), all differences were statistically signifi-
cant (p =0.001), excepting those concerning the first probe trial
in the treated group (p = 0.071). It suggests that the initial perfor-
mance of the BDE-209-exposed group was worse than that of the
control group.

A250

200

Latency to first entry Time in dark

4. Discussion

The results of the current study show that 3 month-old mice,
wild type Tg2576, orally exposed for 15 days to BDE-209 showed
lower arousal (state of being awake or reactive to stimuli) than
control mice, showing also lower anxiety levels (tested with the
zero maze test). Moreover, in the water maze test, the BDE-209-
treated group performed as the controls, with the exception noted
in the first test, where they did not swim more time in the target
quadrant than in the other quadrants. Regarding to water and food
intakes, on days 14, 17, 19, 22, 24, and 25, the consumptions were
higher than those observed in the remaining days. On those days,
mice first came into contact with water and probe trials. This result
can be explained by the increased anxiety levels due to water con-
tact or the increased activity levels required at these days.

The lack of significant differences in the results, other than an
increased arousal in the FOB, agrees with the results of a previous
study showing that subacute exposure to BDE-209 at doses of
3000, 7500, and 15,000 mg/kg/day, given in the diet, did not alter
the behavior of male adult mice (Darnerud et al., 2001). In the cur-
rent investigation, treatment with BDE-209 leaded to significant
alterations in the learning task. The lack of significant differences
in the first trial of BDE-209-treated group might indicate that
BDE-209-treated animals would need more trials to perform simi-
larly than non-treated animals. Further studies are required to cor-
roborate the impairment of learning and spatial memory. Recently,
Liang (2010) reported an increase in total cholinesterase activity
after a period of 15 days of exposure (gavage) of adult mice to
BDE-209. A reduction in acetylcholine bioavailability might explain
the current delay in learning noted in BDE-209-treated mice.

The results of the zero maze test showed an alteration in the
anxiety levels. That test detected that the anxiety level of animals
in the BDE-209 treated group was lower than that in mice of the
control group. It was evidenced by increases in the time spent in
the open area, the number of entries, and the number of head dips.
These parameters have been related to a reduction in anxiety levels
(Shepherd et al., 1994). Nevertheless, they could also reflect an in-
crease in the activity levels.

Based on their chemical structures, it has been suggested that
PBDEs and PCBs could have similar toxicity mechanisms (Darnerud
et al., 2001; Talsness, 2008). It has been reported that anxiety and
corticosterone levels increase in the offspring of rats following
exposure to PCBs on gestation day 15 (Orito et al., 2007). In the cur-
rent study, mice reduced their levels of anxiety after exposure to
BDE-209. It has been reported that BDE-47, another PBDE congener,
and its metabolites, act as full and partial agonists on the GABAA
receptor, resulting in concentration-dependent activation and
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Fig. 1. Mean values (+SEM) of latencies of first entry into the white compartment and the time spent in the black compartment in the light/dark test (Panel A). Mean values

(+SEM) of transitions and defecations in the light/dark test (Panel B).
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Fig. 2. Mean values (+SEM) of latencies of first entry into the open region and the time spent in the open region in the zero maze test (Panel A). Mean values (+SEM) of
rearings, entries to open area, head dips, and defecations in the zero maze test (Panel B). An asterisk indicates significant differences between the control and the BDE-209-

treated group at p <0.05.
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Fig. 3. Escape latencies (mean values £ SEM) in the water maze test during the
acquisition days.
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potentiation of the GABA, receptor (Hendriks et al., 2010). Based on
this, and taking into account the current decreased anxiety levels,
the present reduction in anxiety levels could be mediated by the
potentiation of the GABA, receptor. However, data on the possible
relationship between BDE-209, its metabolites, and the GABA,
receptor are not available. In contrast to the present reduction in

the anxiety levels, it should be remarked that the increase in the
levels of anxiety noted in rats prenatally exposed to PCB126 (Orito
et al., 2007) might be due to the different action of the substance in
prenatal and adult exposures. A better knowledge of the effects of
PBDEs on anxiety and how these effects can be related to those
found in PCB studies need additional investigations.

On the other hand, we also observed that the light/dark and
zero maze anxiety tests were not equally sensitive. The light/dark
test was not able to detect differences in anxiety levels between
the control and the BDE-209-treated groups, which did the zero
maze test. The differences in sensitivity were also found in a study
comparing these tests using different strains and drugs (Mathiasen
et al,, 2008). The sensitivities of the light/dark and zero maze tests
were clearly different and depended on the strain used, which is in
agreement with the current results. These anxiety tests must be
validated and characterized.

Johansson et al. (2008) analyzed the effects of BDE-209 in mice
at four months old after a neonatal intoxication. No significant
alterations were observed in anxiety levels assessed by the plus
maze. The difference in sensitivity between anxiety tests may ex-
plain why no alterations were found in anxiety levels in a BDE-
209 neonatal intoxication in young mice assessed by a plus maze.
Anyhow, the available information on the effects of PBDEs on anx-
iety levels is clearly scarce, being even controversial because the
results are strain and test dependent.

Based on the above, it is evident that studies on the neurotox-
icity of PBDEs focused on the perinatal and neonatal periods are
clearly required, while additional information on the effects of

A 35 B 3% OTarget Quadrant
30 e N 30 * . 8 Other Quadrants
2% 25 * :
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Fig. 4. Retention trials in the water maze task. The mean time spent in the target quadrant in comparison to the other quadrants for the control group (Panel A) and the BDE-
209-treated group (Panel B). The dashed line indicates an equal chance performance. Data are expressed as mean values + SEM. An asterisk indicates significant (p < 0.05)

retention of the task for this group.
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BDE-209 exposure in adults is also essential. Further studies should
be also performed in order to determine if the alterations detected
in anxiety levels and learning may be explained by an increase in
acetylcholinesterase activity, and an interaction between BDE-
209 and the GABA4 receptor. As PBDEs continue being accumu-
lated in the environment, the knowledge of these effects should
be useful to develop a better protection against them and, if neces-
sary, to find alternative compounds to PBDEs not showing these
potentially adverse health effects.
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CAPITULO 2

Individual housing and handling procedures
modify anxiety levels of Tg2576 mice assessed in
the zero maze test

Dado que los niveles basales de ansiedad podrian estar detras
de la incapacidad para detectar diferencias significativas en algunos
parametros espacio-temporales relacionados con la ansiedad como el
tiempo en las areas ansidégenas, en este estudio se evalué la capacidad
del amansamiento y el aislamiento social para modificar los niveles
iniciales de ansiedad en el laberinto circular elevado bajo la hipoétesis
de que el amansamiento conseguiria reducirlos y el aislamiento
incrementarlos. Se utilizaron ratones Tg2576 que en procedimientos
experimentales deben ser sistematicamente aislados debido a sus altos
niveles de agresividad. Los resultados mostraron que el aislamiento
social es capaz de incrementar los niveles de ansiedad de los animales
vy que el amansamiento puede revertir dicho efecto. Debido a que en
los resultados se volvieron a encontrar diferencias significativas en
el ntmero de entradas entre algunos grupos, se realizé6 un estudio
detallado de su relacién con el tiempo para poder encontrar una
expresion matemaética que disociara los efectos correspondientes a
variaciones en los niveles de ansiedad de los efectos derivados de
cambios en los niveles de actividad. Los resultados mostraron que un
nuevo parametro basado en esta relacién y denominado "Tiempo por
entradas’ (TbE) es capaz de corregir el valor del tiempo en aquellos

grupos con diferencias significativas en el nimero de entradas.

/1
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Individual housing and handling procedures modify anxiety levels of Tg2576 mice
assessed in the zero maze test
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HIGHLIGHTS

» Individual housing increased the anxiety levels of wild type mice.

» Handling procedure reversed the effect of individual housing on anxiety levels.

» Tg2576 mice showed higher levels of activity compared to wild type mice.

» It is possible to reduce activity influence from anxiety indexes in a zero maze test.
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1. Introduction

The zero maze is an unconditioned anxiety test for mice, in which a number of environmental variables can
modify the anxiety levels of the animals. In the present study, we have assessed how individual housing,
handling procedure and interaction between individual housing and handling procedure affect the baseline
anxiety of mice. Thirty-seven wild type mice and eighteen Tg2576 mice were used (obtained from crossing
APPSWE hemizygous male C57BL6/S]L background with C57BL6/SJL female). Wild type mice were randomly
assigned to four experimental groups: 1) group housed and unhandled, 2) group housed but handled,
3) individually housed, unhandled, and 4) individually housed and handled. In turn, Tg2576 mice were
randomly assigned to two experimental groups: 1) individually housed, unhandled, and 2) individually housed
and handled. The results show that individually housed mice exhibited more anxiety-related behaviors over a
5 min testing period than the other experimental groups. Use of the handling procedure was associated with a
statistically significant reduction in anxiety-related behaviors among individually housed mice. No effects on
anxiety-related behavior levels were observed when group housed animals were handled. When activity levels
were significantly increased, a new parameter, “Time by Entries”, helped to prevent activity from influencing
anxiety parameters such as time in the open section of the zero maze test. This knowledge can help to design
more efficient experiments without bias from data obtained by means of unconditioned tests.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

The zero maze is an unconditioned test for anxiety. It was devel-
oped as a modification of the plus maze test [3] and it was validated

Nowadays, a number of different tests are available for assessing
anxiety in rodents. These tests are classically divided between condi-
tioned and unconditioned tests. Unconditioned tests are based on the
natural aversion of rodents to novel environments, which evoke a
conflict in rodents between exploratory and fear/defensive behavior
[1]. This kind of test has certain advantages over conditioned tests;
they require no previous training period, they are based on the spon-
taneous behavior of animals, they use a natural stimulus to induce
anxiety states, they are not expensive, and they are simple to apply
[2].

* Corresponding author at: CRAMC, Department of Psychology, Universitat Rovira i
Virgili University, Tarragona, Spain. Tel.: +34 977 759325; fax: +34 977 759322.
E-mail address: margarita.torrente@urv.cat (M. Torrente).

0031-9384/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.physbeh.2012.06.021

/3

to assess anxiety in mice [4]. The zero maze test consists of a circular
maze containing four equal quadrants alternating between unwalled
(open) and walled (closed) sections. The baseline anxiety is scored
using the values from different parameters. Time spent in the open
sections is the scoring parameter most widely accepted as reflecting
anxiety, while increases in the amount of time spent in the open
sections are interpreted as decreased anxiety [5,6]. The time taken to
leave the first closed section (latency) is another scoring parameter.
Longer latencies suggest higher anxiety. The number of head dips is
another index of anxiety [3,7-9]. Anxiety is thought to decrease as
the number of head dips increases. The number of entries is partially
related to anxiety levels and activity levels, while the number of
rearings is generally used as an index of activity [6,10]. The number
of groomings, number of defecations and number of urinations are
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also recorded. However, the meaning of these parameters and the
interpretation of the increases or decreases derived from them are 1 fa I Handled

not sufficiently clear yet.

Interactions between environmental conditions and genetic back-
ground determine their behavior [11]. Many environmental variables
can produce modifications on the baseline anxiety of mice [2]. Differ-
ences in home cage features can affect anxiety levels [12]. In turn, the
protocol can modify baseline anxiety by adopting different handling
methods [13,14], while maze construction can also modify anxiety
levels [15].

Thus, experimental conditions must be adopted to modulate the
baseline anxiety of mice in order to avoid “ground effect” or “ceiling
effect”; otherwise, if the animals are very anxious, significant differ-
ences in their anxiety levels might not be detected [4,16]. Routine
handling and individual housing are two experimental conditions
that can modify baseline anxiety in mice. Routine handling of labora-
tory animals is an essential, but frequently ignored component, which
has a considerable potential to influence anxiety and aversion to
human approach and contact. Moreover, in a number of studies it is
necessary to house animals individually. Some reasons to isolate
animals are aggressiveness, experimental conditions, and/or technical
requirements. Increased anxiety-like behavior in isolated mice has
recently been shown [17-19], which indicates that it is necessary to
control housing conditions. If the housing conditions are not con-
trolled, groups cannot be compared and significant differences cannot
be observed. At present, there have been few studies on the influence
of routine handling and individual housing on the baseline anxiety of
mice, as well as on information about how the two procedures
interact.

In the present study, we determined how a handling protocol,
individual housing, and the interaction between both, could modify
anxiety-related behavior levels in Tg2576 mice and their corresponding
wild type. Tg2576 mice are a widely used model in Alzheimer's Disease
(AD) studies. Because of their aggressiveness, they are usually individu-
ally housed [20] and compared with their corresponding wild type,
which are usually housed in group.

2. Methods
2.1. Animals and treatment

Parental APPSWE hemizygous male mice (B6; SJL-Tg(APPSWE)
2576Kha) were obtained from Taconic Europe (Lille Skensved,
Denmark), the genetic background of this model (model 001349) is a
on a mixed C57BL6 and SJL. These male mice were backcrossed with
female (C57BL6/SJL) obtained from Charles River (Barcelona, Spain).
At 2 months of age, animals were genotyped cutting the edge of
mouse tail and analyzing and separated according to the genotype.

Thirty-seven wild type male mice and eighteen Tg2576 male mice
were used in this study. Wild type mice were randomly assigned to four
experimental groups: 1) group housed/unhandled (GU), 2) group
housed/handled (GH), 3) individually housed/unhandled (IU), and
4) individually housed/handled (IH). Tg2576 mice were randomly
assigned to two experimental groups: 1) individually housed/unhandled
group (Tgl), and 2) individually housed/handled group (TgH) (Fig. 1).
Tg2576 mice were individually housed because, usually, they show a
high level of aggressiveness in social interaction [20]. In group housed
condition, there were 2 to 3 mice per cage.

All animals were housed in plastic cages, standard polycarbonate
cages (220x220x 145 mm), on standard fixed self-racks provided
all by PanLab, S.L.U, in a climate-controlled facility at a temperature
of 2242 °C, a relative humidity of 50+ 10%, and a constant day-
night cycle (light: 08:00-20:00 h) with free access to rodent chow
(Harlan, Barcelona, Spain) and municipal tap water. The use of animals
and the experimental protocol were approved by the Animal Care and

4

Wild type mice Tg 2576 mice
Group Group GU Group GH
housed (n=9) (n=10)
Individually Group IU Group IH Group Tgl Group TgH
housed (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Fig. 1. Experimental groups of wild type and Tg2576 mice generated under different
handling and isolation conditions.

Use Committee of the Universitat Rovira i Virgili (Tarragona, Catalonia,
Spain).

2.2. Individual housing and handling procedures

All animals were housed individually for thirty days prior to
behavioral testing (groups IU, IH, Tgl and TgH). Individually housed
animals were not allowed social interaction during the experimental
procedure excepting those that were being handled by researchers.

A standardized protocol interaction between handled animals and
researchers was systematically applied. This protocol was daily used
at the same time for five days prior to the anxiety assessment. The
protocol consisted of the following procedure: firstly, the animal
was taken and identified; secondly, the animal was weighed; thirdly,
the animal was placed on the forearm and touched, and finally, the
animal was placed on the palm and returned to the home cage. The
duration of the protocol was fixed at one minute for each mouse.
For all groups of mice, behavioral testing was performed by all
co-workers involved in the experimental procedures.

2.3. Zero maze test

All animals, at 9 months of age, were analyzed using indexes related
to anxiety and activity levels. The zero maze test is a pharmacologically
validated assay of anxiety in animal models, which is based on the
natural aversion of mice to elevated and open mazes [3,4]. It is com-
prised of a white 6 cm wide ring with an outer diameter of 45 cm
containing four equal zones of alternating walled (closed) or unwalled
(open) sections. The entire ring is 40 cm high. All animals were tested
at the same time of the day, from 09:00 to 11:00 AM. In the current
investigation, mice were placed in the walled section at the start of a
5 minute session, being the following parameters analyzed: time
spent in the open section, latency to first entry into the open section,
number of entries into the open section, number of rearings (vertical
standing of mice on two hind legs), number of groomings (self-cleaning
behavior), number of head dips (downward movements of mice's head
toward the floor), and number of urinations and defecations. The maze
was cleaned between experiments with a damp tissue containing 50%
ethanol. During the behavioral testing, the lighting levels were
maintained at 48.6 Ix in all quadrants of the maze for the entire exper-
imental period. The zero maze had no shadows over the surface. Similar
lighting levels were used in previous studies [3,21].

2.4, Statistics

The statistical software SPSS© v17.0 was used to analyze the results.
Behavioral data of the wild type mice were compared using an ANOVA
test. Data from the Tg2576 groups were compared by the t-test, which
was also used to compare Tg2576 groups and their respective wild
type control groups. A Levene test was used to analyze variance homo-
geneity. Mann-Whitney U tests were used when appropriate. Signifi-
cance was set at p<0.05.
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3. Results
3.1. Wild type mice

Individually housed/unhandled wild type mice (group IU) showed
increased levels of anxiety-like behaviors, which was demonstrated
by the reduced amount of time that the mice spent in the open section
(p=0.02), as well as the reduced number of head dips they made
(p=0.01). Differences between these parameters were not found for
the individually housed/handled animals (group IH, Fig. 3), so that
individually housed/handled animals (group IH) showed the same
levels of anxiety-like behaviors than group housed and unhandled
(group GU) animals.

Finally, group housed/handled animals (group GH) showed an
increase in the number of groomings (Fig. 4) compared to individually
housed groups (groups IU and IH) (p=0.001; p=0.02). No significant
differences in other parameters were observed for wild type animals
(Fig. 5).

3.2. Tg2576 mice

Tg2576 mice were systematically individually housed due to their
high aggressiveness in social interaction. No significant differences in
time spent in the open section were found (Fig. 3). Because time
spent in the open section can be affected by activity levels, we devel-
oped a new parameter in order to minimize this effect. We divided
the time spent in the open section by the square-root of number of
entries for each animal (Fig. 2). We named this new anxiety index
“Time by Entries” (TbE). Since entries only partially explain the anxi-
ety levels, this parameter adjusts the influence of activity on time in
the open section. We used the square-root in order to maximize
differences at low levels of activity and minimize differences at high
levels of activity or hyperactivity. It is based on the theoretical func-
tion of square-root as a half of parabola with a vertical directrix. If
the entries increase (for example, when an animal crosses the open
section rapidly and continuously), this parameter minimizes the
effect of the high levels of activity over time spent in the open section.
Since time in the open section increases when there are high activity
levels, we can reevaluate the time spent in the open section by con-
trolling for high activity levels with the TbE parameter. Because TbE
is a correction of time in an open area, TbE must be interpreted as
the time spent in the open area. Therefore, high TbE rating is indicative
of low levels of anxiety, while low TbE rating is indicative of high
levels of anxiety.

Although there were significant differences in the TbE parameter
between the Tg2576 groups (Fig. 6), no differences in time were
noted in the open section. TbE was higher among individually housed/
handled animals (group TgH) than among individually housed/
unhandled mice (group Tgl) (p=0.024). The Tg2576 handled animals
(group TgH) showed a reduction in the number of rearings (p=
0.001) and entries (p=0.001) (Fig. 5). These behaviors are indicators
of activity levels. Moreover, the Tg2576 handled animals (group TgH)
showed an increase in the number of groomings (p = 0.001) (Fig. 4).

3.3. Tg2576 mice vs. wild type mice
The anxiety-related behaviors and activity levels of Tg2576 mice

and wild type mice, under the same experimental conditions, were
compared. The individually housed/unhandled wild type mice

Time in open section

V Number of entries

Fig. 2. Mathematical equation of the new anxiety index “Time by Entries” (TbE).

TbE =

75

(group IU) were the control group for the individually housed/
unhandled Tg2576 mice (group Tgl). Time spent in the open section
(p=0.002) and number of head dips (p = 0.001) were higher in individ-
ually housed/unhandled Tg2576 animals (group Tgl) than in individually
housed/unhandled wild type mice (group IU) (Fig. 3). However, the
number of rearings (p=0.002) and the number of entries (p=0.004)
(Fig. 5) were higher in individually housed/unhandled Tg2576 mice
(group Tgl) than in individually housed/unhandled wild type mice also
(group IU). Because activity levels can affect the time spent in the open
section, we calculated the TbE for these groups (Fig. 6). The individually
housed/handled wild type mice (group IH) were the control group for
the individually housed/handled Tg2576 mice (group TgH). The number
of groomings was higher in the individually housed/handled Tg2576
mice (group TgH) than in the individually housed/handled wild type
mice (group IH) (p=0.024) (Fig. 4). No significant differences were
observed in the remaining parameters (Figs. 3, 5 and 6).

4. Discussion

The results of this study show that the handling procedure in wild
type animals did not show any consistent effect on anxiety-like
behavior levels if the animals were not individually housed (group
GH). With respect to Tg2576 animals, individually housed/handled
Tg2576 mice (group TgH) were less anxious than the individually
housed/unhandled animals (group Tgl), and Tg2576 handled animals
(group TgH) showed a reduction in activity levels compared to the
Tg2576 unhandled animals (group Tgl). Comparing Tg2576 mice with
their wilt type controls, our results suggest that Tg2576 mice are less

120 1
100
80 4

Time in Open (s)

40 1
20 1

GU 1V] GH IH Tgl
Experimental groups

TgH

@
*

0O Wild type mice
B Tg2576 mice

Number of Head Dips

0 "
GU IU GH H Tal
Experimental groups

TgH

Fig. 3. Mean values (+SEM) of time spent in the open section of the zero maze test
(Panel A). Mean values (+SEM) of the number of head dips in the zero maze test
(Panel B). GU: group housed and mice. 1U: indivi ly housed and
unhandled mice. GH: group housed and handled mice. IH: individually housed and
handled mice. Tgl: individually housed and unhandled mice. TgH: individually housed
and handled mice. Different letters (a, b) indicate significant differences (p<0.05)
between wildtype genotype. An asterisk indicates significant differences between
Tg2576 groups and their wild controls at p<0.05.
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0O Wild type mice
y Tg2576 mice

w

Number of Groomings
- n

ab

|j : :
S0,

GU WU GH H

Experimental groups

(=]

Tgl TgH

Fig. 4. Mean values (+SEM) of the number of groomings in the zero maze test.
GU: group housed and unhandled mice. 1U: individually housed and unhandled mice.
GH: group housed and handled mice. IH: individually housed and handled mice.
Tgl: indivil housed and unhandled mice. TgH: individually housed and handled
mice. Different letters (a, b) and (z, y) indicate significant differences (p<0.05)
between experimental groups for each genotype. An asterisk indicates significant
differences between Tg2576 groups and their wild controls at p<0.05.

anxious than wild type animals. But, after calculating TbE index, our
results did not show significant differences for this parameter, and
therefore, it is concluded that significant differences in time spent in

A

16
14
12
10

Number of Rearings
=]

0 "
GU IU GH H

Experimental groups

TgH

0O Wild type mice
25 B Tg2576 mice
1

20
15
ab
0] b b D
5 |:_| |i_| |j
0 I
GU U GH H

Experimental groups

Number of Entries

m
TgH

Fig. 5. Mean values (+SEM) of the number of rearings in the zero maze test (Panel A).
Mean values (4 SEM) of number of entries in the zero maze test (Panel B). GU: group
housed and unhandled mice. 1U: individually housed and unhandled mice. GH: group
housed and handled mice. IH: individually housed and handled mice. Tgl: individually
housed and unhandled mice. TgH: individually housed and handled mice. Different
letters (a, b) and (z, y) indicate significant differences (p<0.05) between experimental
groups for each genotype. An asterisk indicates significant differences between Tg2576
groups and their wild controls at p<0.05.

Tgl

80 0 Wild type mice
70 y B Tg2576 mice
60

50

40

Time by Entries (s)

a
30 b ab -
20
gl
0 GU WU GH H “

Experimental groups

Tgl  TgH

Fig. 6. Mean values (£ SEM) of the time by entries in the zero maze test. GU: group
housed and unhandled mice. IU: individually housed and unhandled mice. GH: group
housed and handled mice. IH: individually housed and handled mice. Tgl: individually
housed and unhandled mice. TgH: individually housed and handled mice. Different
letters (a, b) and (z, y) indicate significant differences (p<0.05) between experimental
groups for each genotype.

the open section by Tg2576 mice are mediated by the activity levels of
this group. It means that differences in time spent in the open section
between individually housed/unhandled Tg2576 mice (group Tgl) and
individually housed/unhandled wild type mice (group IU), are not due
to differences in anxiety-like behavior levels, but are due to differences
in activity levels (Fig. 6).

Revising all the results overall we can conclude that individual hous-
ing procedure increased the anxiety-like behavior levels of wild type
mice, while the handling procedure reversed the effect of individual
housing in both wild type and Tg2576 animals. Tg2576 mice showed
higher levels of activity compared to wild type mice. However, no con-
sistent differences in anxiety-related behavior levels were observed.

Home cage features and housing conditions were controlled for
individually housed and group housed animals. The current results
confirm that individual housing can increase anxiety-like behavior
levels in mice. Social isolation was the experimental condition that
modified anxiety-like behavior. A similar conclusion was also reached
by Kwak et al. in a recent study with C57BL/6] mice, who used the
open field test and the forced swim test, reporting that social isolation
selectively increased anxiety-like behavior levels in mice, while leaving
depression-like behaviors unchanged [ 18]. In contrast, Voikar et al. ob-
served a reduction in the anxiety-like behavior levels of isolated mice
(C57BL/6]) examined using the plus maze test [22]. We assessed wild
type and Tg2576 mice using a zero maze test. Our results show an in-
crease in anxiety-related behavior levels caused by the individual hous-
ing as an isolation procedure. A possible reason for the differences with
the results of previous investigations may be the duration of the indi-
vidual housing before the behavioral testing. In the study by Kwak et
al,, animals were individually housed one week before the tests, while
in the investigation by Voikar et al., animals were individually housed
for seven weeks. Because in our study wild type mice were individually
housed for four weeks prior to behavioral testing, we could argue that
animals individually housed for seven weeks are fully habituated,
being their anxiety-related behavior levels not modified as a result of
their social isolation. This is an important finding because social isola-
tion can be a source of bias in experimental data when comparing indi-
vidually housed and group housed animals. Another possible reason for
the contradictory results may be due to the use of different mazes (open
field test, plus maze test and zero maze test), which could lead to differ-
ent interpretations.

The handling procedure is a frequently ignored component of animal
experiments. Our results show that the handling procedure does not af-
fect anxiety-like behavior in mice when the animals are not individually
housed. In a recent study, Arndt et al. did not observe differences in
anxiety-like behavior levels due to individual housing in handled ani-
mals [23]. These results are congruent with our present data because,
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anxiety-related behavior levels of individually housed animals di-
minished when they interacted with the researchers through the
handling protocol. It suggests that the interaction with researchers
maintains the mice at low levels of anxiety. Thus, differences in
anxiety-related behavior levels due to individual housing were not
observed if animals were handled previously. In other study, Arndt
et al. (2006) did not observe differences in anxiety-related behavior
levels due to individual housing without using a handling protocol
[24]. However, the animals were individually housed for at least
two weeks. In the present study, the interaction/handling protocol
was well defined. The handling protocol was the same each day in
which the interaction occurred. The handling protocol should be
well defined to avoid novel situations in the procedure.

Only two parameters were able to detect differences in anxiety.
These parameters were the time spent in the open sections and the
number of head dips. Differences in other parameters were not found.
Although groomings had been indicated as a measure of anxiety [25],
our results indicated that grooming behavior is not related to other
traditional measures of anxiety. It indicates that the latency to first
entry and the number of urinations and defecations are less sensitive
to changes in anxiety levels. However, this depends on basal anxiety
levels of the strain used. Regarding the activity levels, Tg2576 mice
showed increased levels in both vertical and horizontal activities com-
pared with that in the wild type mice. Our results agree with those of
previous studies in which increased levels of activity in Tg2576 mice
were observed. Using open field test, increased levels of vertical activity
in Tg2576 mice have been observed [26,27]. Tg2576 mice showed in-
creased activity levels compared to wild type mice also in a plus maze
test [28]. In our study, the number of entries and the number of rearings
were the most sensitive activity parameters, not decreasing/increas-
ing in accordance with the traditional anxiety-like parameters. It is im-
portant to note that, nowadays, the number of entries is a focus of
considerable discussion, because it is not clear if this parameter is an ac-
tivity index or an anxiety index. In the scientific literature, there are a
number of studies whose results explain the increases or decreases in
this parameter as either anxiety or activity differences [10,29-31]. One
possible reason for these contradictory interpretations is that entries pa-
rameter is only partially related to anxiety levels. Time in the open sec-
tion, as a parameter of anxiety, can be affected by the number of entries.
It is important to distinguish if differences are related to anxiety or activ-
ity levels. We propose “Time by Entries” as a new index of anxiety to
solve this question. Time by entries can give new information when
levels in horizontal activity (measured by the entries parameter) are sig-
nificantly different. This parameter can minimize the influence of activ-
ity levels on time spent in the open section and maintain the differences
in anxiety levels when activity is not significantly increased.

To date, a notable number of studies have investigated anxiety
alterations using unconditioned tests. In the current study, we have
shown that environmental conditions such as individual housing
and handling procedure can alter the results of an investigation.
Although the baseline levels of anxiety-related behaviors in Tg2576
mice and their corresponding wild type are not always the same,
we have demonstrated that after modifying experimental conditions
through handling routine, their baseline levels of anxiety-related
behaviors are comparable, Using a new anxiety index “Time by Entries”,
itis also possible to remove activity influences from anxiety indexes in
the zero maze test.
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CAPITULO 3

Assessing anxiety in C57BL/6J mice: A
pharmacological characterization of the zero maze
test

Ante la escasez de estudios de validacion farmacologica del
laberinto circular elevado con la cepa C57BL/6J y, sin embargo,
siendo esta cepa recomendada para estudios de ansiedad y una de las
més utilizadas en la actualidad, este trabajo se centré en evaluar la
capacidad bidireccional de este laberinto para detectar alteraciones en
los niveles de ansiedad mediante farmacos ansioliticos y ansidégenos.
Adicionalmente, se introdujo un farmaco estimulante psicomotor para
producir alteraciones en los niveles de actividad y hallar una relacién
disociativa como se hizo en el anterior estudio. Para complementar
el estudio fueron anadidos nuevos parametros no testados hasta el
momento en validaciones farmacologicas y un analisis pormenorizado
minuto a minuto de algunos de ellos. Los resultados mostraron una
conducta paradodjica de estos animales ante el agente ansiolitico
que podria ser interpretada como un incremento en los niveles de
ansiedad, asi como un efecto en los parametros relacionados con la
ansiedad debido al compuesto estimulante psicomotor. También se
observo una alta resistencia a los efectos del farmaco ansiégeno. Dada
la clara afectacion de los niveles de actividad producida por el agente
ansiolitico, los resultados podrian también explicarse por la presencia
de un efecto sedante del compuesto, introduciendo una nueva variable
en la interpretacion de los resultados obtenidos en el laberinto circular
elevado. El estudio pone en cuestién la fiabilidad de los resultados
interpretados literalmente cuando se utiliza esta cepa y la confusiéon
entre diferentes afectaciones.
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Introduction: Anxiety disorders affect the quality of life and good health of millions of people over the world.
Because clinical trials are expensive and frequently show high rates of placebo responses, animal models
have become an important tool for drug discovery and brain research. Zero maze is a commonly used test
to assess anxiety-like levels in mice, being the C57BL/6] strain one of the most widely used. However, only
few studies have focused on the pharmacological characterization of this strain in the various anxiety tests.

Keywords: Methods: In this study, we analyzed the changes in the anxiety-like behaviors of mice exposed to chlordiaz-
Anxiety B F e . . . .
Chlordiazepoxide epoxide (CLZ), as an anxiolytic drug, at doses of 2.5, 5 and 10 mg/kg, picrotoxine (PTX), as an anxiogenic
C57BL/6) mice drug, at doses of 0.5, 1 and 2 mg/kg, and methylphenidate (MPH), as a psychomotor stimulant, at doses of
Methylphenidate 2.5,5 and 10 mg/kg. Data were hand recorded in situ by an observer and through a camcorder by computer
Picrotoxine software,

Zero maze test Results: Results showed that CLZ and MPH had an anxiogenic effect at the two highest doses. Only CLZ at
2.5 mg/kg reduced the anxiety-like levels of mice. Moreover, PTX exerted an anxiogenic effect in mice only
at 2 mg/kg. The drugs affecting the anxiety-like levels also affected the activity levels. Thus, the differences
might have been mediated by changes in activity levels.
Discussion: Globally, these data demonstrate that the results obtained from the zero maze test are difficult to
interpret when the C57BL/6] strain is used. On the other hand, high doses of substances that interact with the
GABAergic system, as CLZ, can produce sedation in these mice. In contrast, high doses of GABA, antagonists,
as PTX, are necessary if anxiogenic effects should be observed. Further investigations with this strain are nec-
essary in order to corroborate the results of the present study.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

As WH Auden said more than 60 years ago, ‘Now is the age of anxi-
ety’ (Auden, 1947). Nowadays, anxiety is a life partner for many people
and an ever-increasing strain on healthcare resources (Kessler et al.,
2009). Anxiety is defined as an emotional state represented by a feeling
of worry, apprehension, nervousness, or discomfort concerning an im-
minent or anticipated event whose resolution is uncertain. In Europe,
a recent epidemiological study showed that nearly 69.1 million people
are affected by anxiety disorders, 14% of which have a 12-month prev-
alence (Wittchen et al., 2011). Similar results were found in the USA,
where anxiety disorders show a 12-month prevalence of 18.1%
(Kessler & Wang, 2008). In adolescents, anxiety disorders are the
most common class of disorders with prevalence ratios higher than

* Corresponding author at: CRAMC (Research Center for Behavior Assessment),
Department of Psychology, Universitat Rovira i Virgili, Tarragona, Spain. Tel.: +34 977
758933; fax: +34 977 759322,

E-mail address: margarita.torrente@urv.cat (M. Torrente).

1056-8719/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.vascn.2013.02.010

for mood or substance abuse disorders (Kessler et al., 2012). General-
ized anxiety disorder (GAD) is one of the most common anxiety disor-
ders in the general population with a lifetime prevalence of 5.7% in
the USA and 1.7-34% in Europe (Kessler & Wang, 2008; Wittchen et
al., 2011). Recently, it has been suggested that GAD is exacerbated by
stressful life events (Francis, Moitra, Dyck, & Keller, 2012). Although
anxiety disorders affect the quality of life and good health of millions
of people around the world, little is still known about their etiology
and causative factors. Therefore, more efficient methods of diagnosis
and treatment should be necessary.

Because clinical trials are expensive, and frequently show high rates
of placebo responses (Lakoff, 2002), animal models have become an im-
portant tool for drug discovery, identifying the genes underlying anxiety
and brain research (Laarakker, van Lith, & Ohl, 2011). Nowadays, vari-
ous tests for anxiety and stress are available. These tests are based on
approach-avoidance conflicts, conditioned fear, punished responding
conflict, and aggression and social behavior (Bakshi & Kalin, 2002;
Hart et al,, 2010). Some of the most used unconditioned tests are the
open-field test, the light-dark paradigm and the plus/zero maze tests
(Bourin, Petit-Demouliere, Dhonnchadha, & Hascoet, 2007). The zero

Please cite this article as: Heredia, L., et al., Assessing anxiety in C57BL/6] mice: A pharmacological characterization of the zero maze test, Journal of
Pharmacological and Toxicological Methods (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.vascn.2013.02.010
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maze test consists of a circular maze containing four equal quadrants
with alternate unwalled (open) and walled (closed) sections. It was de-
veloped as a modification of the plus maze test to solve the problems of
interpreting the time that animals spent in the central square of maze
(Shepherd, Grewal, Fletcher, Bill, & Dourish, 1994). Although the zero
maze test is widely used to assess the psychological and neurochemical
basis of anxiety, the results can be affected by environmental variables
such as the housing conditions, the test conditions, the rest period,
and the apparatus design, among others (Bourin et al.,, 2007; Heredia,
Torrente, Domingo, & Colomina, 2012). Moreover, the interpretation
of the experimental results must take into account various aspects
that can lead to wrong conclusions (e.g. baseline, the animals’ starting
point, and floor and ceiling effects) (Bouwknecht & Paylor, 2008). The
zero maze test is based on the animals’ aversion to elevated and open
spaces (Montgomery & Monkman, 1955; Shepherd et al., 1994). Several
measures are considered to be indicators of anxiety-like levels. The most
commonly accepted measures are the time that the animals spend in
open sections, as well as the latency to the first entry into open sections
(Lister, 1987). Increases in the amount of time spent in open sections
and shorter latencies are interpreted as decreased anxiety-like levels.
However, other measures as the number of defecations, the number of
head dips, the total number of transitions between sections and the
number of groomings have also been proposed as indicators of
anxiety-like levels (Kalueff & Tuohimaa, 2004). The zero maze test
was pharmacologically validated for rats by Shepherd et al. (1994)
and more recently by Kulkarni, Singh, and Bishnoi (2007) for mice.

Nowadays, a large number of genetic models of anxiety are avail-
able (Finn, Rutledge-Gorman, & Crabbe, 2003). It is important to
note that the choice of strain can be crucial if reliable data should
be obtained in anxiety-like animal models (Mathiasen, Mirza, &
Rodgers, 2008). C57BL/6] mice are commonly used in the background
to these models and they are one of the most used strain in compara-
tive strain studies on anxiety ahead of DBA/2, BALB/c and 129 mice
strains (Bouwknecht & Paylor, 2008). Crawley (1996) observed that
this strain had unusual anxiety-related behaviors and very low levels
of anxiety (Tang, Xiao, Parris, Fang, & Sanford, 2005), while recently
a “paradoxical” response to stress in this strain has been observed
using the light/dark exploration test (Ihne, Fitzgerald, Hefner, &
Holmes, 2012). However, few studies have focused on the pharmaco-
logical characterization of this strain.

The main goal of the present study was to perform a pharmacolog-
ical characterization of the zero maze test using C57BL/6] mice. Chlor-
diazepoxide (CLZ), picrotoxine (PTX) and methylphenidate (MPH)
were used. CLZ was the first clinically available benzodiazepine,
being commonly used in the pharmacological characterizations of
anxiety tests (Holmes, Iles, Mayell, & Rodgers, 2001; Kulkarni et al.,
2007; Mathiasen et al, 2008; Weiss, Wadsworth, Fletcher, &
Dourish, 1998). In turn, PTX is a GABA, receptor antagonist which
blocks the chloride channel and it has already been used in pharmaco-
logical characterizations as an anxiogenic drug (Clenet, Hascoet,
Fillion, Galons, & Bourin, 2005; Kulkarni et al., 2007). The capability
of PTX to induce anxiogenic effects in mice has been reported in previ-
ous studies (Clement & Chapouthier, 1998; Kulkarni et al.,, 2007;
Venault, Chapouthier, Prado de Carvalho, & Rossier, 1992). In turn,
MPH blocks dopamine and norepinephrine reuptake transporters.
However, they exert a minimal effect on serotonin transporters.
This drug is able to increase the activity levels of mice (lhne et al.,
2012; Niculescu, Ehrlich, & Unterwald, 2005). Because changes in
the activity levels can be confounded with changes in anxiety-like
levels of mice, we used MPH in order to control potential ‘false posi-
tives' related to increases in activity levels (Dawson, Crawford,
Collinson, Iversen, & Tricklebank, 1995; Weiss et al., 1998). In addi-
tion, we also made an exhaustive analysis in time fractions of 1 min,
analyzing whether there were differences between two different
methods of recording measures: an experimented observer in situ,
and computer software (Ethovision© v3.0).

2. Materials and methods
2.1. Animals

Ninety-nine male C57BL/6] mice (provided by Charles River, CRIFFA,
Barcelona, Spain) were used in this study. All mice weighed between 25
and 30 g, being three months old at the beginning of the experimental
procedure. They were all housed in the same standard plastic cages
(4-5 animals/cage) in a climate-controlled facility at a temperature of
22 4 2 °C, a relative humidity of 50 + 10%, and a constant day-night
cycle (light: 08:00-20:00 h), with free access to food and municipal
tap water. At the end of the experimental period, all mice were
sacrificed by cervical dislocation. The use of animals and the experimen-
tal protocol were approved by the Animal Care and Use Committee of
the Universitat Rovira i Virgili (Tarragona, Catalonia, Spain) following
the “Principles of laboratory animal care”, and were carried out in accor-
dance with the European Union Directive 2010/63/EU for animal
experiments.

2.2. Groups and drug administration

The drugs used in this study were CLZ (Teofarma Iberica, Barcelona,
Spain), PTX (Sigma-Aldrich Quimica, Madrid, Spain) and MPH
(Laboratorios Rubi6, Barcelona, Spain). Mice were randomly assigned
to ten experimental groups. In experiment I (pharmacological validation
with the initial doses of anxiolytic, anxiogenic drugs and a psychomotor
stimulant), the experimental groups were the following: control (0.9%
saline, n = 9), CLZ groups (5 mg/kg, n =9 and 10 mg/kg, n = 9),
PTX groups (0.5 mg/kg, n = 9 and 1 mg/kg, n = 9), and MPH groups
(5 mg/kg, n =9 and 10 mg/kg, n = 9) (Table 1). In experiment II
(complementary pharmacological validation with refined doses of anxi-
olytic, anxiogenic drugs and a psychomotor stimulant), there were four
groups: control (0.9% saline, n = 9), CLZ group (2.5 mg/kg,n = 9), PTX
group (2 mg/kg, n = 9) and MPH group (2.5 mg/kg, n = 9) (Table 2).
All animals in each group were tested in the zero maze only once for
5 min. Thirty minutes before the test they were given an intraperitoneal
(i.p.) injection of the drug dissolved in 0.9% saline solution or of the 0.9%
saline solution without any drug (control group). All drug doses were
based on the results of previous investigations with these drugs and
their effects on anxiety in rodents (Kulkarni et al., 2007; Mathiasen
et al., 2008; Niculescu et al., 2005).

2.3. Zero maze test

All animals were assessed using the zero maze test and their
anxiety-like behaviors and activity-like indexes recorded. This test is
a pharmacologically validated assay of anxiety in rodents, which is
based on the natural aversion of mice to elevated and open spaces
(Kulkarni et al., 2007; Shepherd et al., 1994). It is comprised of a
white ring 6 cm wide with an outer diameter of 45 cm containing
four equal quadrants of alternating walled (closed) or unwalled
(open) sections. The entire ring is elevated to the height of 40 cm.
Mice were transported to the testing room 30 min before behavioral
testing. Each animal was placed in the closed section at the start of

Table 1

Experimental groups generated under different drug and dose conditions for experi-
ment I: Pharmacological validation with the initial doses of anxiolytic, anxiogenic
drugs and a psychomotor stimulant.

Picrotoxine
groups (PTX)

Control group  Chlordiazepoxide Methylphenidate
groups (CLZ) groups (MPH)

Saline solution 5 mg/kg 10 mg/kg 0.5 mg/kg 1mgkg 5 mgkg 10 mg/kg
n=9 n=9 n=9 n=9 n=9 n=9 n=9

Please cite this article as: Heredia, L., et al., Assessing anxiety in C57BL/6] mice: A pharmacological characterization of the zero maze test, Journal of
Pharmacological and Toxicological Methods (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.vascn.2013.02.010
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Table 2

Experimental groups generated under different drug and dose conditions for Experi-
ment 1I: C y pharmacological validation with refined doses of anxiolytic,
anxiogenic drugs and a psychomotor stimulant.

3. Results

3.1. Experiment I: Pharmacological validation with the initial doses of
anxiolytic, anxiogenic drugs and a psychomotor stimulant

Control group Chlordiazepoxide Picrotoxine Methylphenidate

group (CLZ) group (PTX) group (MPH) 3.1.1 E[fects OfCLZ
Salin; solution 25 rr;x/kg 2 mggkg 25 mgzﬂ(z Mice given 10 mg/kg of CLZ showed a reduction of time spent in
n= n= n= n=

the 5-min session. The following parameters were recorded in situ:
time spent in the open section, latency to first entry into the open sec-
tion, number of entries into the open section, number of rearings
(vertical standing of mice on two hindlegs), number of groomings
(self-cleaning behavior), number of head dips (downward move-
ments of the head toward the floor), as well as the number of urina-
tions and defecations. Moreover, performance was recorded by a
video camera placed above the maze, being the data analyzed by
the video tracking program Ethovision© v3.0 (Noldus Information
Technologies, Wageningen, The Netherlands). The following parame-
ters were analyzed: latency to first entry into the open section, time
spent in the open section, number of entries into the open section,
distance traveled in the maze, the distance ratio (distance traveled
in open section/total distance traveled in the maze) and movement
time (time in which the mouse actively explores the maze). These
Ethovision© parameters were also analyzed in fractions of a minute.
Each time, the maze was cleaned with a damp tissue containing 50%
ethanol. During the behavioral testing, the lighting levels were
maintained at 48.6 Ix in all the quadrants of the maze. The zero
maze had no shadows over the surface. Similar lighting levels were
already used in previous studies (Cook, Crounse, & Flaherty, 2002;
Shepherd et al., 1994).

2.4. Statistical analysis

The statistical software SPSS© v17.0 was used to analyze the re-
sults. Analyses for variance homogeneity were performed using a
Levene test. Each drug dose group was compared with its control
group by the Student t-test (this method of analysis has been used
in previous pharmacological characterizations (Kulkarni et al., 2007;
Kulkarni, Singh, & Bishnoi, 2008; Weiss et al., 1998)). The Mann-
Whitney U test was used as a non-parametric alternative test when
the data were not normally distributed. The ANOVA test for repeated
measures and Bonferroni post hoc were used to evaluate the progres-
sion of the parameters recorded by the Ethovision© software. A
paired comparisons adjusted by Bonferroni's correction were also
used to analyze differences between groups in each fraction of time.
The intraclass correlation coefficient (ICC) was used to analyze the
level of consistency between data recorded in situ by the observer
and the data recorded by the Ethovision© software (Shrout & Fleiss,
1979). Significance was set at p < 0.05.

the open section (p = 0.001), number of head dips (p = 0.013),
and number of entries (p = 0.007) in comparison to animals in the
control group. The mean time to the first entry into the open section
(latency) was also higher in this group than in the control group
(p = 0.013). Mice receiving 10 mg/kg of CLZ showed also fewer
rearings (p = 0.008). An increase in the number of groomings was
observed at 10 mg/kg (p = 0.021) (Table 3). In contrast, no signifi-
cant differences were observed between the 5 mg/kg groups and the
control group for all the variables recorded in situ.

In the parameters recorded by the software, mice exposed to
10 mg/kg of CLZ showed less time spent in the open section (p =
0.001), a lower distance ratio (p = 0.001), and fewer entries (p =
0.007). The latency to the first entry into the open section was higher
at the 5 and 10 mg/kg groups than in the control group (p = 0.040
and p = 0.011, respectively). However, only mice given 10 mg/kg
of CLZ showed a reduction in the distance traveled in the open section
(p = 0.006), the total distance traveled (p = 0.025), the movement
time in the open section (p = 0.002) and total movement time
(p = 0.025) (Table 4).

When we explored the parameters for each minute using ANOVA
for repeated measures, data showed an overall effect of the group fac-
tor on the time spent in open sections (p = 0.001), total distance
traveled (p = 0.034), number of entries (p = 0.032), and total
movement time (p = 0.015). Post-hoc analyses showed significant
differences between the control group and the 10 mg/kg of CLZ
group in these variables (p = 0.001, p = 0.049, p = 0.046, and
p = 0.027, respectively). Regarding the time spent in the open sec-
tion, differences were observed in minutes 0-1 and 3-4 (p = 0.006
and p = 0.025) (Fig. 1B). Animals in the CLZ 10 mg/kg group spent
less time in the open section than those in the control group. This
group also traveled less distance in the maze in minutes 0-1, 3-4
and 4-5 (p = 0.025, p = 0.025, and p = 0.025, respectively) than
the control group (Fig. 1C). The CLZ 10 mg/kg group did also fewer
entries than the control group in minutes 0-1 and minutes 3-4
(p=0.006 and p = 0.025) (Fig. 1A). Finally, the CLZ 10 mg/kg
group showed less total movement time than the control group in mi-
nutes 0-1, 3-4 and 4-5 (p = 0.036, p = 0.028, and p = 0.029, re-
spectively) (Fig. 1D).

3.1.2. Effects of PTX

Mice given 0.5 mg/kg of PTX showed an increased latency to the first
entry into the open section. This increase was observed in the parame-
ters recorded in situ (p = 0.011) and also by the software (p = 0.037).
No significant differences were observed in the remaining parameters
(Tables 3 and 4). Our analyses showed that time had an overall effect

Table 3
The effects of CLZ, PTX and MPH on C57BL/6] mice exposed to the zero maze test in Experiment | for data recorded in situ.
Treatment Dose Time in open Latency to enterin ~ Number Number Number of Number of Number of Number of
section (s) open section (s) of entries of rearings groomings head dips defecations urinations
Control 64.33 + 478 17.66 + 4.83 8.88 + 091 6.00 + 1.05 044 + 017 28.77 + 180 100 + 044 022 +0.14
Chlordiazepoxide 5 mg/kg 5544 + 8.11 44.88 + 16.57 7.97 £ 132 6.66 + 0.83 1.11 £ 030 26.77 + 3.79 077 £ 022 044 + 017
10mgkg 2289 + 864"  70.66 + 1653" 422 £121%  222+068" 144+ 037" 1722+354" 088 +035 0.11+0.11
Picrotoxine 0.5mgkg 5022 + 7.14 42.55 + 687" 7.55 + 121 322 + 0.89 066 + 037 30.33 + 2.80 0.55 + 033 0
1 mg/kg 65.11 + 1084 2844 + 1054 6.77 + 0.90 477 £ 082 122 + 027 2577 + 222 144 + 064 033 £ 0.16
Metylphenidate 5 mg/kg 30 +£ 879" 1844 + 431 366+ 137" 255+131 022+ 014 1577 +304° 022+022 011011
10mg/kg 1544 + 637° 4122 + 1667 266+ 135" 188+ 067° 1114045 1511 + 144" 0 0

Data are expressed as means + SEM.
* P < 0,05 versus control group.
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Table 4

The effects of CLZ, PTX and MPH on C57BL/6] mice exposed to the zero maze test in Experiment I for data recorded by computer software.

Treatment Dose Time in open Latency to Number Distance in open Total distance Movement Total movement Distance ratio
section (s) enterin open  of entries section (cm) traveled (cm) time in open  time (s)
section (s) section (s)
Control 94.66 + 7.48 9.02 + 2.62 2033 +£ 150 36695 + 3676 117594 + 5423 6891 + 582 201.64 + 795 3067 + 1.71
Chlordiazepoxide 5mg/kg 77.22 + 1009 2228 + 6.63" 1944 + 278 33862 + 5212 120422 + 12692 5937 + 7.45 19695 + 1578 2685 + 2.85

10 mg/kg 3882 + 1120 6871 + 1805 11.88 + 229" 15531 + 55.71°

82451 + 12395 3004 + 9.04% 14415 + 17.32° 1525 + 331°

Picrotoxine 0.5 mg/kg 97.68 + 9.27 2008 + 407° 2277 £ 193 35104 + 3471 1107.36 + 60,04 66.17 £ 598 20448 + 901 3154 + 226
1mg/kg 9668 + 1293 1335 + 3.51 1811 + 1.09 33323 + 4778 1030,53 + 6607  66.13 + 823 193.73 + 1051 3140 + 3.26
Metylphenidate 5 mg/kg 45.13 + 965" 19.13 512 1355 + 231" 18490 + 5308 93471 4+ 11420 37.04 + 888" 18248 + 17.29 1684 + 351"
10 mg/kg 3153 = 876" 1302275 13.88 + 261 140.15 + 5263 113349 + 10864 2886 + 817" 21866 + 1542 1107 +2.94"

Data are expressed as means + SEM.
* P < 0.05 versus control group.

on movement time in the open section (p = 0.019), total movement
time (p <0.001), and total distance traveled (p = 0.036). Mice ex-
posed to 1 mg/kg of PTX did not show significant differences with the
control group.

3.1.3. Effects of MPH

At doses of 5 mg/kg and 10 mg/kg of MPH, mice showed a reduction
in the time spent in the open section (p = 0.005 and p < 0.001), the
number of head dips (p = 0.002 and p < 0.001) and the number of en-
tries (p = 0.006 and p = 0.003) recorded in situ, as well as a reduction
in the time spent in the open section (p = 0.001 and p < 0.001), num-
ber of entries (p = 0.026 and p = 0.048), distance traveled in the open
section (p = 0.012and p = 0.003), movement time in the open section
(p = 0.009 and p = 0.001), distance ratio (p = 0.004 and p < 0.001)

and total movement time (p = 0.009 and p = 0.001) in the parameters
recorded by the software. A reduction in the number of rearings was
only observed at 10 mg/kg of MPH (p = 0.005) (Tables 3 and 4).
ANOVA for repeated measures showed an overall effect of time
and group on the time spent in the open section (p = 0.008 and
p <0.001), distance traveled in the open section (p = 0.006 and
p = 0.007), movement time in the open section (p = 0,001 and
p = 0.003), and distance ratio (distance traveled in the open
section/total distance traveled) (p = 0.019 and p < 0.001). An overall
effect of time was observed on total distance traveled (p < 0.001) and
number of entries (p < 0.001). Moreover, a time x group effect was
also noted on the number of entries (p = 0.006). Post-hoc analyses
revealed significant differences between the groups given MPH at 5
and 10 mg/kg, and the control group, in the time spent in the open
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Fig. 1. Differences in number of entries (Panel A), time spent in open sections (Panel B), total distance traveled (Panel C), and total movement time (Panel D) between each of the
CLZ groups and the control group in time fractions of 1 min. A double cross indicates significant differences between the CLZ group and the control group in post hoc analyses at
P < 0.05. An asterisk indicates significant (p < 0.05) differences in paired comparisons adjusted by Bonferroni's correction in each time fraction between the CLZ-treated group and

the control group. Data are expressed as means + SEM.
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section (p = 0.001 and p < 0.001), distance traveled in the open sec-
tion (p = 0.040 and p = 0.008), movement time in the open section
(p = 0.023 and p = 0.004), and distance ratio (p = 0.005 and
p <0.001).

When we explored the parameters for each minute, mice in the
MPH groups (5 and 10 mg/kg) showed fewer entries than animals in
the control group in minutes 3-4 (p = 0.002 and p = 0.003) and
4-5 (p = 0.016 and p = 0.009) (Fig. 2A). In time spent in the open
section, the MPH-10 mg/kg group spent less time than the control
group in minutes 1-2, 2-3, 3-4 and 4-5 (p = 0.033, p = 0.005,
p < 0.001, and p = 0.002, respectively). These differences were also
observed in the MPH-5 mg/kg group, but only in minutes 2-3, 3-4,
and 4-5 (p =0.002, p<0.001, and p = 0.001, respectively)
(Fig. 2B). In the distance traveled in the open section, there were dif-
ferences between the MPH-10 mg/kg group and the control group in
minutes 2-3 (p = 0.033) and 3-4 (p = 0.004). A similar difference
was also observed in the MPH-5 mg/kg group, but only in minutes
3-4 (p = 0.001) (Fig. 2C). Similar results were found in the move-
ment time in the open sections. The MPH groups showed a lower
movement time than the control group. The MPH-10 mg/kg group
was significantly different in minutes 2-3, 3-4 and 4-5 (p = 0.038,
p <0.001, and p = 0.013, respectively). In the MPH-5 mg/kg group
these differences were only observed in minutes 3-4 (p = 0.002)
and 4-5 (p = 0.019) (Fig. 3A). Finally, the MPH groups had a lower
distance ratio than the control group: the MPH-10 mg/kg group in
minutes 1-2 (p = 0.029), 2-3 (p = 0.001), 3-4 (p < 0.001) and 4-5
(p = 0.002), and the MPH-5 mg/kg group in minutes 2-3 (p =
0.004), 3-4 (p = 0.004), and 4-5 (p = 0.006) (Fig. 3B).

Number of entries
In ZM test

O

Distance traveled in open
sectionsin ZM test (cm)

0-1 12 23  3-4 4-5

3.2. Experiment II: Complementary pharmacological validation with
refined doses of anxiolytic, anxiogenic drugs and a psychomotor stimulant

3.2.1. Effects of CLZ

The analysis of the measures recorded in situ showed that the mice
injected with 2.5 mg/kg of CLZ spent more time in the open section
than those in the control group (p = 0.016). Similarly, CLZ treated
mice showed an increase in the number of rearings (p = 0.006) and
the number of entries (p = 0.031). In the measures recorded by the
software, the total distance traveled and total movement time were
higher in the CLZ-2.5 mg/kg group than in the control group (p =
0.016 and p = 0.038) (Tables 5 and 6). No significant differences
were observed using ANOVA for repeated measures analyses.

3.2.2. Effects of PTX

A reduction in the time spent in the open section (p = 0.024), the
number of head dips (p < 0.001), the number of entries (p < 0.001),
and an increase in the latency to the first entry into the open section
(p = 0.024) were observed in the measures recorded in situ for mice
given PTX. Differences were also observed in the software measure-
ments: time spent in open section (p < 0.001), number of entries
(p < 0.001), latency to the first entry in open section (p < 0.001), and
the distance ratio (p = 0.022). Moreover, a reduction in the distance
traveled in the open section (p < 0.001), the total distance traveled
(p<0.001), the movement time in the open section (p < 0.001) and
the total movement time (p = 0.001) was also noted (Tables 5 and
6). ANOVA for repeated measures showed an overall effect of time
on the number of entries (p = 0.001), the total distance traveled

@

Time in open sections
In ZM test (s)
&

Total distance traveled lw]
In ZM test (cm)

-1  1~2 2.3  3-4 4-5

wmtpes Control «« @+« MPH 5 mg/kg == MPH 10 mg/kg

Fig. 2. Differences in number of entries (Panel A), time spent in open sections (Panel B), distance traveled in open sections (Panel C), and total distance traveled (Panel D) between
each of the MPH groups and the control group in time fractions of 1 min. A double cross indicates significant differences between the MPH group and the control group in post hoc
analyses at p <0.05. An asterisk indicates significant differences (p < 0.05) in paired comparisons adjusted by Bonferroni's correction in each time fraction between the

MPH-treated group and the control group. Data are expressed as means + SEM.
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Fig. 3. Differences in movement time in open sections (Panel A) and distance ratio (Panel B) between each of the MPH group and the control group in time fractions of 1 min. A
double cross indicates significant differences between the MPH group and the control group in post hoc analyses at p < 0.05. An asterisk indicates significant differences
(p <0.05) in paired comparisons adjusted by Bonferroni's correction in each time fraction between the MPH-treated group and the control group. Data are expressed as

means + SEM.

(p = 0.006) and the total movement time (p = 0.001). Post-hoc anal-
yses revealed significant differences between the PTX-2 mg/kg group
and the control group in the number of entries (p < 0.001), the total dis-
tance traveled (p < 0.001), the total movement time (p < 0.001) and
the distance ratio (p = 0.040). When the parameters for each minute
were assessed, the PTX-2 mg/kg group showed fewer entries into the
open section than the control group in minutes 0-1 (p = 0.005), 1-2
(p = 0.037), 3-4 (p = 0.043), and 4-5 (p = 0.010) (Fig. 4A). Like-
wise, this group of mice showed a reduction in the total distance
traveled and total movement time in minutes 0-1 (p < 0.001 and
p<0.001), 1-2 (p<0.001 and p < 0.001), 3-4 (p = 0.002 and p =
0.001) and 4-5 (p <0.001 and p <0.001) (Fig. 4B, C). Finally, the
PTX-2 mg/kg group showed a lower distance ratio than that of the con-
trol group in minutes 3-4 (p = 0.002) (Fig. 4D).

3.2.3. Effects of MPH
Neither in situ nor software measures showed significant differ-
ences in relation to values from the control group. When the parameters

for each minute were assessed, the results did not show significant dif-
ferences between groups.

3.3. Consistency between data recorded in situ and data recorded
by the software

Inorder to analyze the levels of consistency and agreement between
the two scoring methods, we used the intraclass correlation coefficient
(ICC 3,1) as described by Shrout and Fleiss (1979). Two indexes were
calculated - “consistency” and “absolute agreement” - to detect the
presence of a potential systematic error in the measurements. We cal-
culated these indexes for the time spent in the open section, the number
of entries and the latency to the first entry into the open section only,
because these were the coincident measures recorded by the two
methods. Analyses of the time spent in the open section indicated an
index of consistency ICC(C, 1) = 0.86 (p < 0.001) and an index of abso-
lute agreement ICC(A,1) = 0.71 (p < 0.001). The results for latency
measures were ICC(C,1) = 064 (p<0.001) and ICC(A1) = 0.60

Table 5

The effects of CLZ, PTX and MPH on C57BL/6] mice exposed to the zero maze test in experiment Il for data recorded in situ.
Treatment Dose Time in open Latency to enter in  Number of Number of Number of Number of Number of Number of

section (s) open section (s) entries rearings groomings head dips defecations urinations

Control 2977 + 2.84 28.77 + 6.01 533+ 079 244 + 0.76 066 +0.16 2144 + 144 1.00 £ 050  0.11 + 0.11
Chlordiazepoxide 25 mg/kg 4522 + 498"  61.55 + 19.57 777 £101° 711 +£126° 066 +£016 2555+ 287 0.77 + 036 0
Picrotoxine 2mgkg 1444 +993° 215+ 38.97" 088 + 053" 066+ 047 022 + 022 54121 055+029 044 +024
Metylphenidate 25mg/kg 4222 + 723 3477 £ 7.09 6+ 128 222 + 087 044 £ 017 1977 £ 162 055+ 044 011 +0.11

Data are expressed as means + SEM.
* P <0.05 versus control group.

Table 6

The effects of CLZ, PTX and MPH on C57BL/6] mice exposed to the zero maze test in experiment Il for data recorded by computer software.

Treatment Dose Time in open  Latency to Number of Distance in Total distance Movement Total movement Distance ratio
section (s) enter in open  entries open section traveled (cm) time in open  time (s)
section (s) (cm) section (s)
Control 49.71 + 4.03 8.06 + 250 1477 + 150 24843 + 21.19 1158.33 + 4873  41.51 + 297 19640 + 666 2124 + 1.11
Chlordiazepoxide 2.5 mg/kg 57.66 + 7.32 2360 + 881 1811 + 1.73 32631 + 49.72 148456 + 11136° 49.51 + 587 227.11 + 11.81° 20.86 + 2.58
Picrotoxine 2 mg/kg 2553 4+ 1466° 122 +4466° 322 + 1257 4755 + 2515" 45397 + 10572° 875+ 478" 8468 +2158" 915+ 423"
Metylphenidate 2.5 mg/kg 57.02 + 8.14 577 £ 156 1411 + 1.78 303.65 + 56.06 1293.67 + 114.89 4740 + 649 21093 + 1242 21.86 + 2.77

Data are expressed as means + SEM.
* P <0.05 versus control group.
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Fig. 4. Differences in number of entries (Panel A), total distance traveled (Panel B), total movement time (Panel C) and distance ratio (Panel D) between each of the treatment
groups and the control group in time fractions of 1 min. A double cross indicates significant differences between the treatment group and the control group in post hoc analyses
at p < 0.05. An asterisk indicates significant (p < 0.05) differences in paired comparisons adjusted by Bonferroni's correction in each time fraction between the respective treated

group and the control group. Data are expressed as means + SEM.

(p <0.001). Finally, the results for the number of entries were
ICC(C,1) = 0.69 (p < 0.001) and ICC(A,1) = 0.29 (p < 0.001).

4. Discussion

The present study focused on the reliability of the various measures
available when an experimenter decides using the zero maze as an
anxiety-like test. We selected C57Bl/6] mice because this strain is fre-
quently used in anxiety and toxicological studies, while it has been
subjected to few pharmacological characterizations in the zero maze
test (Bouwknecht & Paylor, 2008). To analyze the various measures
that can be recorded in the test, we used a GABA, agonistic drug
(CLZ) and a GABA, antagonist drug (picrotoxine). It was expected
that the mice anxiety-like levels would be reduced after administration
of CLZ and would be increased after administration of PTX. The validity
of zero maze test has been questioned because psychostimulants that
increase activity levels such as d-amphetamine can produce ‘false-
positives’ (Weiss et al., 1998). The most commonly used parameters as
indicators of anxiety-like levels can be modified after d-amphetamine
administration (Dawson et al., 1995; Reynolds, McKernan, & Dawson,
2001; Weiss et al., 1998). In these cases, to distinguish the changes in
anxiety or activity levels is not possible. In order to assess whether an
increase in the activity levels of the mice might affect the anxiety-like
measures, we also included different doses of MPH in this study
(Niculescu et al., 2005).

In the first experiment, the results of administering CLZ were unex-
pected. Mice given 5 mg/kg of CLZ showed a general tendency to in-
crease their anxiety-like levels, whereas mice receiving 10 mg/kg of
CLZ showed significant increases. Specifically, animals spent less time
in the open section, making also fewer head dips than those in the con-
trol group. The latency to the first entry into the open section was also

lower in the CLZ-10 mg/kg group than in the control group. These re-
sults suggest that CLZ increased the anxiety-like levels of the mice. In
a pharmacological validation conducted by Mathiasen et al. (2008),
CLZ showed an anxiogenic profile in C57BL/6] mice, but not in NMRI
and DBA mice. Specifically, a dose of 20 mg/kg of CLZ reduced the
time spent in open sections, the number of rearings and the number
of stretched-attend postures (SAP) in C57BL/6] mice. In contrast, in a re-
cent study conducted by Ihne et al. (2012), a dose of 10 mg/kg of CLZ
did not modify the anxiety-like levels of C57BL/6] mice, assessed in
both the plus maze test and the open-field test. This absence of
anxiolytic-like effects of CLZ in C57 mice agrees with the previous re-
sults reported by Rodgers, Davies, and Shore (2002). However, the
anxiolitytic effects of CLZ have been observed in Sprague-Dawley and
Lister rats, and also in Swiss Webster and NMRI mice, in the plus
maze and zero maze tests (Lister, 1987; Pellow, Chopin, File, & Briley,
1985; Shepherd et al., 1994; Troelsen, Nielsen, & Mirza, 2005). In the
current study, a dose of 10 mg/kg of CLZ modified the anxiety-like
and also the activity levels. At this dose of CLZ, activity indexes such as
the total distance traveled, total movement time, and number of entries
were lower. Therefore, it could be argued that these differences were
due to changes in the locomotor activity of mice. Since this strain is con-
sidered to show “an unusual anxiety-like behavior” (Crawley, 1996),
this dose of CLZ may have a sedative effect on C57BL/6] mice. A similar
conclusion was obtained by Mathiasen etal. (2008). Ina previous study,
Yilmazer-Hanke, Roskoden, Zilles, and Schwegler (2003) observed that
this strain of mice showed a reduction in the density of the GABAa re-
ceptor in more regions of the amygdala than other strains. Recently,
Ressler (2010) reported that the amygdala is probably related to fear
and anxiety. Thus, the differences in the gabaergic system might explain
our results, When we analyzed the data in fractions of 1 min, the mice
given CLZ showed a stable pattern of behavior, and time did not have

Please cite this article as: Heredia, L., et al., Assessing anxiety in C57BL/6) mice: A pharmacological characterization of the zero maze test, Journal of
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a significant effect on behavior. Differences were significant at the be-
ginning and during the last 2 min, being observed in both anxiety-like
and activity measures. Thus, the levels of anxiety in mice are affected
by activity levels. The current results suggest that the test should last
atleast 5 min, because in the first 3 min the differences may be difficult
to observe.

PTX significantly increased only the latency to the first entry into
the open section when the animals received 0.5 mg/kg of this drug.
These data were not in agreement with the other measures of anxiety.
No effects were observed at 1 mg/kg of PTX. Therefore, the results can-
not be interpreted as increased anxiety-like levels, because a mini-
mum level of congruence between parameters is necessary to
interpret the mice behavior (Bouwknecht & Paylor, 2008). However,
there is a general tendency in all measures that indicates that these
doses were probably too low for C57BL/6) mice. The groups injected
with 5 mg/kg and 10 mg/kg of MPH showed a consistent anxiogenic
profile. These doses of MPH significantly increased the traditional
measures of anxiety-like behavior. When we analyzed the five-
minute period by fractions of one minute, the differences between
groups were maximum during the last three minutes of the test. The
anxiogenic effects of various psychomotor stimulants (such as meth-
ylphenidate, caffeine and d-amphetamine) in the light/dark test
were previously reported (Hascoet & Bourin, 1998; lhne et al., 2012;
Imaizumi, Suzuki, Machida, & Onodera, 1994). Biala and Kruk (2007)
observed that d-amphetamine induced anxiety-related behavior in
Swiss mice in a plus maze test. Recently, Ihne et al. (2012) also sug-
gested a possible anxiogenic effect of MPH, at 7.5 mg/kg, in C57BL/6)
mice. MPH modified activity indexes such as the number of entries
and rearings. However, we did not observe differences in other activ-
ity measures, as the total distance traveled in the maze or in total
movement time. Notwithstanding, when activity levels were assessed
in plastic cages with a photo beam recording system, increased levels
of activity were seen in CD-1 mice at these doses of MPH (Niculescu
etal,, 2005). These differences may be due to the differences between
strains, or differences between the tests used. An interaction between
maze and strain was noted by Mathiasen et al. (2008). The zero maze
test was developed to assess anxiety-like behavior and its ability to as-
sess activity levels is not currently clear. Taking into account our re-
sults and the results of these authors, we conclude that differences
between MPH groups are due to changes in anxiety-like levels.

In the first experiment, we found that CLZ had a sedative effect on
C57BL/6] mice, being the PTX doses too low to show an anxiogenic ef-
fect. In the second experiment, we used doses of 2.5 mg/kg of CLZ,
2 mg/kg of PTX, and 2.5 mg/kg of MPH, expecting to observe an
anxiogenic effect of PTX and an anxiolytic effect of CLZ. Results indi-
cated that CLZ had an anxiolytic effect because mice increased the
time spent in the open section, as well as the number of entries. How-
ever, these differences were also noted in the activity measures: in-
creases in the total distance traveled and total movement time.
Therefore, this reduction in anxiety levels might be explained by an
increase in the activity levels. Mice injected with PTX showed
changes in all the traditional measures of anxiety, showing a clear
anxiogenic profile. However, these animals reduced their activity
levels. These lower levels might explain the differences in the anxiety
measures. The 2.5 mg/kg dose of MPH did not change the behavioral
measures, This dose may be too low to alter anxiety and activity in-
dexes. Regarding time fractions, the PTX group showed differences
in every fraction of time, while time did not show any effect on
behavior.

Finally, the ICC indexes showed a good level of agreement for time
spent in the open section and latency to the first entry into the open
section. However, there were differences between the two ICC coeffi-
cients calculated for the number of entries. In accordance with the
two-coefficient theory, this difference may be due to a systematic
error in the measurement of entries, as the second index “absolute
agreement” takes into account the systematic error in the measures.

The criterion used by the computer software and the experimenter
was probably not the same. The researcher counted entries only if
the animal had its four paws in the open section, while the computer
software determined the position of the animal on the basis of the
center of the figure recorded by the camera above the maze.

5. Conclusions

Although C57BL/6] is the most commonly used strain in anxiety and
toxicological studies, little is known about how these mice behave in the
mazes used to evaluate anxiety levels. In the present study, the changes
in the measures traditionally used as anxiety indicators were mediated
through changes in activity levels (when we used the elevated zero
maze as anxiety test). Therefore, it is rather difficult to interpret the re-
sults in the zero maze test when this strain is used to assess the effects of
new drugs on anxiety/activity levels. Moreover, high doses of sub-
stances that interact with the gabaergic system can produce sedation
in these animals. In contrast, high doses of GABA, antagonists are neces-
sary to observe an anxiogenic effect in the behavior of these mice. If an
anxiety study is conducted with C57BL/6] mice, this information about
their anxiety-related behavior should be considered to interpret the re-
sults. Consequently, this strain may not be the best option for testing
novel substances and their effects on anxiety levels. Further investiga-
tions with other strains and different mazes are required if anxiety
should be properly evaluated.
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En este trabajo hemos intentado abordar algunos de los
principales problemas hallados en la literatura reciente respecto a los
modelos animales de ansiedad. La preocupacion por ellos se deriva de
los resultados obtenidos en un primer estudio prototipico del campo
de la neurotoxicologia de la conducta. En el primer articulo de esta
tesis se analizaron los efectos derivados de la exposicion subaguda
a BDE-209, un congénere de la familia de los PBDEs. Para ello
utilizamos ratones wild type con un background mixto resultante del
cruce de las cepas C57BL6 y SJL en apoyo a los argumentos de
algunos autores que sugieren que el uso de ratones con altos niveles
de polimorfismo genético hacen mas fécil la posterior generalizacion
de los resultados (Koide y cols., 2011). Los resultados obtenidos
muestran un retraso en el aprendizaje a partir del analisis de los
diferentes ensayos de prueba realizados en el laberinto acuatico de
Morris. Dicha conclusién podria estar apoyada por hallazgos recientes
que muestran una menor disponibilidad de acetilcolina debido a la
exposicion a BDE-209 en ratones adultos (Liang, Gao y cols., 2010).
Los resultados obtenidos en la bateria de cribado son de la misma
manera congruentes con las primeras observaciones realizadas por
Darnerud, Eriksen y cols., (2001) en las que no se observaron graves
alteraciones a nivel general.

Sin embargo, la interpretacion de los resultados obtenidos en las
pruebas de ansiedad resulté mas dificil. En los resultados podemos
observar una falta de congruencia entre dos tests basados en el mismo
paradigma para evaluar los niveles de ansiedad. Dicha incongruencia
podria deberse a las diferencias observadas en la linea basal de
ansiedad de los animales en las respectivas pruebas (Bouwknecht
y Paylor 2008). Mientras que en el laberinto circular elevado los
animales pasaron en torno al 6% del tiempo total en las areas
desprotegidas, en la caja luz-oscuridad dicho porcentaje se elevd a

nivel basal hasta el 34 % aproximadamente. Dicha diferencia dota
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al laberinto circular elevado de una mayor resoluciéon a la hora
de detectar diferencias relacionadas con los efectos ansioliticos del
BDE-209 y ademés pone de manifiesto la interaccién hallada por
Mathiasen, Mirza y cols., (2008) entre la cepa y el modelo animal
de ansiedad utilizado. En nuestra discusién concluimos que el BDE-
209 redujo los niveles de ansiedad de los animales basandonos en
los resultados a nivel conductual, apoyandonos en estudios anteriores
que muestran que el BDE-209 puede ser metabolizado y reducido
a compuestos menos bromados que han demostrado actuar como
agonistas parciales de los receptores GABA 4 (Hendriks, Fernandes
y cols., 2010). Sin embargo, a nivel conductual dicha conclusién
se encuentra afectada por el incremento significativo en el ntmero
de entradas observado en el grupo intoxicado con BDE-209 y a la
imposibilidad de hallar en la literatura cientifica un criterio comuin
para interpretarlo como variacién en los niveles de ansiedad o en los

niveles de actividad.

Con el dnimo de abordar métodos que nos permitieran ajustar los
niveles basales de ansiedad y de estudiar la relacién existente entre
los niveles de actividad horizontal (mediante el nimero de entradas)
y los de ansiedad (a través del tiempo de exposicion) se abordé el
segundo estudio. Lo abordamos mediante el uso del laberinto circular
elevado por haber mostrado una mayor sensibilidad. Continuamos
utilizando ratones con background genético mixto anadiendo ratones
transgénicos del modelo Tg2576. La elecciéon no fue casual y esta
basada en la amplia experiencia acumulada en nuestro laboratorio
trabajando con este modelo y una alteracién al alza en los niveles
de actividad de estos ratones que ha sido observada de forma
consistente en anteriores estudios (Gil-Bea y cols., 2007; Ribes,
Colomina y cols., 2008). La presencia de dicha alteracion garantizaba
la diferencia significativa en los niveles de actividad horizontal y nos
permitia obtener datos para nuestro posterior analisis de relacion.
En lo referente a los procedimientos de modificacién de la linea
basal de ansiedad de los ratones, se escogieron dos procedimientos

sencillos aunque escasamente estudiados en ratones: el amansamiento
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y el aislamiento social. Dado que los ratones Tg2576 son aislados
sistematicamente debido a sus niveles de agresividad (Moechars y
cols., 1998) y son comparados con sus respectivos controles wild
type que si pueden ser agrupados, la aplicacién de los resultados
derivados de este estudio es directa en este modelo genético de
animales. Las conclusiones muestran que el aislamiento social de
los animales tiene efectos ansidgenos sobre los ratones wild type
y que estos efectos pueden ser revertidos mediante un sencillo y
corto procedimiento de amansamiento. Tanto el efecto ansiégeno
del aislamiento social como el efecto protector del amansamiento
frente al aislamiento ha sido previamente observado en anteriores
estudios (Arndt y cols., 2009; Kwak, Lee y cols., 2009). Sin embargo,
el amansamiento no pudo inducir ansidlisis en los animales que se
encontraban previamente agrupados. Por otra parte, la alteracion
al alza en los niveles de actividad horizontal de los ratones Tg2576
quedo claramente evidenciada como se esperaba. Mediante un anélisis
de relacion entre el nivel de entradas y el tiempo de exposiciéon se
pudo comprobar la existencia de una relacién positiva entre ambos
pardmetros con tendencia hacia la horizontalidad, en niveles de
actividad altos, generando una asintota en torno al limite tedrico
maximo para el valor del tiempo de exposicién. La aplicacion de
un corrector basado en una funcién aproximada a la ideal teérica
consiguié conservar las diferencias obtenidas en niveles de ansiedad
cuando la actividad no estaba significativamente incrementada y
corregir los valores en el caso opuesto dando lugar a un nuevo indice
denominado ‘tiempo por entradas’ (TbE).

A pesar de que algunos autores han relacionado el incremento en
el ntmero de entradas con una reduccién en los niveles de ansiedad
(Bakshi y Kalin 2002; Treit, Engin y cols., 2010), el tipo de relacion
hallada parece indicar que dicho pardmetro es con més probabilidad
un indice de actividad. Esta aseveracion parece plausible si tomamos
como ejemplo un animal que pasa 90 segundos en el &drea desprotegida
realizando 4 entradas y otro que pasa el mismo tiempo realizando 10

entradas. No parece coherente interpretar estos resultados como un
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menor nivel de ansiedad del segundo dado que, aunque el tiempo de
exposicién de ambos es equivalente, el primer animal ha conseguido
mantener dicha exposicion de una manera més continuada. De
hecho, que puedan observarse incrementos significativos en el ntimero
de entradas tras la exposicion a farmacos ansioliticos solo puede
atribuirse a un descenso en los niveles de ansiedad asumiendo que

dicho farmaco no altera los niveles de actividad simultaneamente.

El tercer experimento responde a la necesidad derivada de la
escasa disponibilidad de estudios de validacién farmacologica del
laberinto circular elevado en ratones. Tras los resultados obtenidos
en el anterior experimento, la intencion fue la de realizar el mismo
procedimiento de disociaciéon incorporando a la validaciéon nuevas
medidas no incluidas en anteriores estudios de caracterizacién como
la distancia recorrida o el tiempo de movimiento entre otras.
Adicionalmente se realiz6 un detallado estudio minuto a minuto
de la evolucién de los pardmetros y se evalu6 el grado de acuerdo
entre algunas medidas registradas mediante software de ordenador
y directamente por el experimentador. Para ello se decidié utilizar
ratones de la cepa C57BL/6J tras constatar que era una de la
mas utilizadas en estudios relacionados con la ansiedad y que era
recomendada para este propoésito a pesar de no contar con estudios
de caracterizacién especificos para algunos modelos animales de
ansiedad (Bouwknecht y Paylor 2008; Hart, Bergner y cols., 2010).
Revisando la literatura cientifica disponible se eligieron dos farmacos,
un agonista (clordiazepoxido) y un antagonista (picrotoxina) del
receptor GABA 4, que habian sido utilizados previamente en estudios
de caracterizacion farmacologica (Kulkarni, Singh y cols., 2007;
Mathiasen, Mirza y cols., 2008). Para producir los incrementos al
alza en los niveles de actividad se utilizé el metilfenidato en base
a las observaciones realizadas por Niculescu, Ehrlich y cols., (2005)

sobre la capacidad de este farmaco para incrementar dichos niveles.

Los resultados obtenidos en este estudio no fueron los esperados
en las hipétesis iniciales. En concreto, los valores de los parametros

tradicionales de ansiedad sugirieron como interpretacién un aumento

94



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLOGICOS
Luis Heredia Santaella

Diposit Legal: T.1558-2013

Discusién

en los niveles de ansiedad tras la administracién de clordiazepoéxido.
Sin embargo, los indicadores del nivel de actividad se redujeron
drasticamente en las dosis més altas lo que podria deberse a un
efecto sedante del farmaco que apoya las conclusiones obtenidas en
otro estudio realizado por Mathiasen, Mirza y cols., (2008). Por
consiguiente, la correccién de los valores del tiempo no pudo realizarse
por la inclusion en los resultados de esta nueva variable. Solamente la
dosis méas baja del farmaco ansiolitico consiguié alterar los pardmetro
de ansiedad en la direccién esperada pero con una clara interferencia
de los niveles de actividad. A la inversa, se necesitaron altas dosis
de picrotoxina para observar un efecto ansidgeno del farmaco que fue
acompanado, al igual que en el caso anterior, de una reduccién en los
niveles de actividad. Este comportamiento paraddjico de los ratones
de la cepa C57 ha sido observado anteriormente en algunos estudios
(Crawley 1996; Tang y cols., 2005). La conclusion evidente es una
imposible disociaciéon entre alteraciones en los niveles de ansiedad
y de actividad cuando se utiliza esta cepa en el laberinto circular
elevado. Sin embargo, en el estudio anterior hemos demostrado que,
sin la utilizacién de agentes quimicos dicha disociacién es posible
utilizando un background genético diferente. La explicacién a estos
resultados puede deberse simplemente a la diferencia genética entre
los animales utilizados o a que la disociacién es imposible porque el
sistema GABAérgico y en concreto los receptores GABA 4 podrian
estar relacionados tanto con el nivel de ansiedad como el de actividad.

Los resultados obtenidos con el metilfenidato fueron igualmente
inesperados. El farmaco no consiguié modificar al alza los niveles
de actividad de los ratones en ninguna de las dosis administradas.
Sin embargo, el metilfenidato mostré un claro perfil ansiégeno en
los animales modificando parametros tradicionales de ansiedad sin
alterar algunos parametros de actividad como la distancia total
recorrida o el tiempo total que el animal paso en movimiento. Aunque
el posible efecto ansiégeno del metilfenidato ha sido observado en
algunos estudios realizados en animales, en la actualidad esta cuestion

es motivo de discusion (Sanchez-Perez y cols., 2012). Los resultados
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obtenidos con este farmaco ponen en evidencia que la disociacion
entre alteraciones en los niveles de ansiedad y de actividad es posible
cuando se actiia a través de sistemas de neurotransmision diferentes
al sistema GABAérgico. Sin embargo, dado el amplio espectro de
accion del metilfenidato que acttia sobre el sistema dopaminérgico y
noradrenérgico y, en menor medida sobre el sistema serotoninérgico
(Kuczenski y Segal 1997), resulta imposible relacionar los resultados
directamente con un sistema de neurotransmisién concreto. A esto
se anade la gran dificultad que supone la implicaciéon de diversos
neurotransmisores en los procesos ansiosos y que han sido comentados
en la introduccién. En cuanto a los datos analizados en fracciones
de un minuto los resultados muestran que el tiempo minimo para

observar diferencias significativas fue de 3 minutos.

El presente trabajo se ha centrado en uno de los modelos animales
de ansiedad basados en el paradigma de aproximacién/evitacion
disponibles en la actualidad: el laberinto circular elevado. A pesar
de ello y como se ha explicado en las correspondientes discusiones
de cada articulo, existen diferencias en los resultados obtenidos con
diferentes cepas en la misma prueba conductual. De igual manera,
difieren los resultados obtenidos con la misma cepa en funcién del
modelo animal de ansiedad utilizado. Mientras que el primer caso
puede atribuirse a la influencia de la genética de los animales y, en
ultima instancia, puede ser relacionada con el concepto de ansiedad
rasgo en humanos; el segundo caso resulta mucho méas preocupante
porque cuestiona directamente la validez convergente de los modelos
animales basados en este paradigma. Una de las posibles explicaciones
a este fenémeno podria ser la pobreza estimular de las diferentes
pruebas basadas normalmente en espacios dicotémicos en los que el
animal sblo puede elegir entre dos contextos. La inclusién de maés
zonas que varien en su capacidad de inducir ansiedad y que doten
a los animales de un mayor grado de libertad de eleccion podria,
en consecuencia, ser una posible solucién a este problema. De hecho,
algunas de las propuestas mas recientes para solucionar los problemas

de los modelos animales de ansiedad basados en el paradigma de
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Discusién

aproximacion/evitacion poseen esta caracteristica (Ramos, Pereira
y cols., 2008; Ennaceur 2012). Sin embargo, la conceptualizaciéon
tedrica que subyace en ellos es muy diferente centrandose en una
hipotética multidimensionalidad emotiva que estaria relacionada con
cada modelo o en la distincién entre los conceptos de miedo y
ansiedad. En lo referente a la distincion entre ansiedad y actividad
se hace necesario continuar trabajando para refinar las pruebas
conductuales y aumentar los esfuerzos para dilucidar los mecanismos
fisiologicos subyacentes en ambos y su posible interaccién. La falta
de una mayor comprensién de los mismos dificulta la produccion
cientifica destinada a dotar a dichos modelos de una validez predictiva
aceptable.

A pesar de sus limitaciones, los modelos animales de ansiedad
siguen siendo una herramienta indispensable en la investigacion.
En estudios farmacologicos ayudan a mitigar los enormes costes
derivados de los ensayos clinicos que, ademas, presentan altas tasas
de efecto placebo (Lakoff 2002). En estudios toxicologicos ayudan a
evaluar los posibles efectos de los compuestos quimicos contaminantes
a los que estamos diariamente expuestos (en casa y en el trabajo)
y que pueden ser causantes de alteraciones relacionadas con la
ansiedad. Por ultimo, ayudan en la tarea de descubrir qué mecanismos
psicobiolégicos subyacen al fenémeno de la ansiedad desde diferentes
enfoques como la genética, la neuroanatomia o la neuroquimica.
Estan por consiguiente justificados todos los esfuerzos destinados a
su optimizacién dado el gran impacto que los trastornos de ansiedad
tienen en la calidad de vida de millones de personas alrededor del
mundo y de los enormes costes que suponen para el sistema sanitario

en los paises desarrollados.
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Conclusiones

e El BDE-209 produce un retraso en el aprendizaje espacial en

ratones adultos con background genético mixto.

e El BDE-209 reduce los pardmetros relacionados con la
ansiedad y aumenta los relacionados con la actividad en

ratones adultos con background genético mixto.

e El procedimiento de aislamiento social es capaz de incrementar
los niveles de ansiedad de ratones wild type con background

genético mixto.

e El procedimiento de amansamiento es capaz de revertir los
efectos sobre la ansiedad derivados del aislamiento.

e Los ratones Tg2576 presentan niveles de actividad basal mas

altos que sus respectivos controles wild type.

e El parametro ‘tiempo por entradas’ (TbE) consigue eliminar
la influencia de elevados niveles de actividad sobre el tiempo
de exposiciéon al contexto ansiégeno en ratones Tg2576.

o El clordiazepoxido presenta efectos sedantes a dosis 10 mg/kg
e incrementa los niveles de actividad a dosis 2,5 mg/kg en
ratones C57BL/6J.

e La picrotoxina produce un descenso en los pardmetros de
actividad a dosis 2 mg/kg en ratones C57BL/6J.

e El metilfenidato produce un aumento en los niveles de
ansiedad a dosis 5 y 10 mg/kg en ratones C57BL/6J.

e El tiempo minimo para observar diferencias significativas en

el laberinto circular elevado es de 3 minutos.
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Conclusiones

e La concordancia entre los pardmetros registrados a través de
software y los registrados directamente por un experimentador

es alta excepto para el parametro ‘niimero de entradas’.

e El registro mediante software del parametro ‘numero de
entradas’ estd sobrestimado debido a la presencia de error

sistematico en la medida.

e La distincién entre alteraciones en los niveles de ansiedad y de
actividad es compleja en ratones C57BL/6J.

e La validez predictiva del laberinto circular elevado depende de

la cepa de ratén utilizada en la experimentacion.
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Bateria de observacion funcional (FOB)

La exploracion en la jaula comienza sin tocar al animal del rack del estabulario y

continua en la sala de exploracion.

JAULA (2 minutos)
Postura inicial:

1. Sentado o de pie a cuatro patas, normalmente, rearing (a dos patas) o
durmiendo.

2. Acurrucado o acostado.

Ligero balanceo en posicion de pie.

4. Balanceo exagerado o caida de la cabeza a pesar de estar en posicion de
pie.

5. Acostado plano con las extremidades abiertas.

6. Estirado de lado, con las extremidades estiradas.

w

Arousal (estado de vigilancia):

1. Muy bajo (coma estupor).

2. Bajo, algun movimiento de la cabeza o corporal presente.

3. Bajo de alguna manera, algin movimiento de la cabeza o corporal
presente con periodos de inmobilidad.

4. Normal.

5. Alto de alguna manera (excitado, tenso).

6. Muy alto (hiperalerta, muy excitado, movimientos bruscos).

OBSERVACIONES AL MANIPULARLO
Respuesta inicial (al introducir la mano en la jaula para cogerlo):

1. Muy fécil, letargico (el animal esta quieto y permite que lo cojas)

2. Facil, normal (no presenta mucha resistencia).

3. Moderadamente dificil (se levanta a dos patas, sigue la mano del
investigador).

4. Huye (retrocede, se acurruca con o sin vocalizaciones)

5. Dificil (Corre alrededor del perimetro, dificil de coger).
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Reaccion a la mano:

1. Baja (facil de manipular, poca resistencia a la manipulacion).

2. Moderadamente baja (alguna resistencia con o sinvocalizaciones).

3. Moderadamente alta (experimenta temblores o esta rigido en la mano
con o sin vocalizaciones).

4. Alta (intenta moder, trepar).

Salivacion;

1. No, ausencia (seco alrededor de la boca).
2. Leve (un poco).
3. Severa.

Lagrimeo:

1. No, ausencia (seco alrededor de los 0jos).
2. Leve (un poco).
3. Severa.

Piloereccién:

0. Ausencia.
1. Presencia (no se le aplana el pelo).

Falta de pelo por grooming:

0. Ausencia.
1. Presencia (zonas calvas).

Cierre parpebral:

1. Ojos abiertos.

2. Pérpados un poco caidos.
3. Ojos medio cerrados.

4. Ojos cerrados.

OBSERVACIONES EN EL CAMPO ABIERTO (2 minutos)
Marcha:

1. Marcha normal.
2. Ataxia (excesivo balanceo).
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3. Las extremidades posteriores muestran movimientos exagerados, son
arrastradas.

4. Pies marcadamente fuera del cuerpo.

5. Las extremidades anteriores estan extendidas o son incapaces de
soportar el peso corporal.

6. Camina de puntillas.

7. Jorobado (espalda curvada) o acurrucado.

8. Arrastra el cuerpo o el cuerpo esta plano sobre la superficie.

Anormalidades de la marcha;

1. Normal.

2. Ligeramente anormal.
3. Moderadamente anormal.
4. Severamente anormal.

Mobilidad:

1. Normal (habilidad para moverse).
2. Ligeramente empeorada.

3. Moderadamente empeorada.

4. Totalmente empeorada.

Arousal (estado de vigilancia):

1. Muy bajo (coma estupor).

2. Bajo, algin movimiento de la cabeza o corporal presente.

3. Bajo de alguna manera, algin movimiento de la cabeza o corporal
presente con periodos de inmobilidad.

4. Normal.

5. Alto de alguna manera (excitado, tenso).

6. Muy alto (hiperalerta, muy excitado, movimientos bruscos).

Movimientos ténicos:

1. Normal (no presencia).

Contraccion de los extensores (extremidades rigidas y estiradas).
Opistotonos (cuerpo arqueado hacia la espalda).

Emprostdtonos (cuerpo arqueado hacia abajo).

Saltos explosivos (las cuatro patas no tocan la superficie).
Convulsiones tonico-clonicas que sobrevienen en dispnea 0 muerte.

© 0ok wd
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Movimientos clénicos:

1. Normal (no existen).

Temblores en las extremidades, orejas, cabeza o piel.
Movimientos repetitivos de la boca o mandibulas.
Temblores ligeros.

Temblores severos de todo el cuerpo.

Sacudidas secas.

Sacudidas mioclonicas.

8. Convusiones clonicas.

No ok wd

Posicion de la cola:

1. Arrastrandola por la superficie, floja.
2. Rigida, se mantiene baja cerca de la superficie.
3. Rigida, alta y elevada.

Vocalizaciones:

0. No, vocalizaciones espontéaneas.
1. Si, vocalizaciones espontaneas.

RESPUESTA A LA MANIPULACION
Respuesta a la aproximacion (un boligrafo por la parte de delante):

1. Sin reaccion

2. Se aproxima lentamente o lo huele y se gira.
3. Frezzing.

4. Una respuesta mas enérgica que la2 o la 3.
5. Exagerada (salta, muerde, ataca).

Respuesta al contacto:

1. Sin reaccion

2. Se gira lentamente o se marcha (vocaliza un poco o ningdn
movimiento), ligera reaccion.

3. Frezzing, el cuerpo entero reacciona (se asusta).

Una respuesta mas energica que la2 o la 3.

5. Exagerada (salta, muerde, ataca).

>
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Respuesta al click (sonido producido encima de é€l):

1. Sin reaccién.

2. Ligera reaccion (alguna evidencia que ha escuchado el sonido).
3. Freezing, el cuerpo entero reacciona (se asusta).

4, Una respuesta mas enérgica que la2 o la 3.

5. Exagerada (salta, muerde, ataca).

Pantalla invertida (escalar una tela metélica):

1. Cae o se mantiene al final de la pantalla mirando hacia abajo.
2. Se gira hacia arriba pero no sube hasta el final.
3. Sube hasta el final en 20 segundos 0 menos.

Darse la vuelta (righting, colocado con el vientre hacia arriba):

1. Normal.
2. Lento, en 2 segundos.
3. Muy lento, tarda mas de 2 segundos.
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