TESIS DOCTORAL DE
YOLANDA PENA OLIVER

El Enriquecimiento Ambiental en ratas:
efectos diferenciales en funcion del sexo

Dept. de Biologia Cel-lular, Fisiologia i Immunologia.
Facultat de Medicina.

Universitat Autonoma de Barcelona.

Bellaterra 2007

Esta tesis ha sido supervisada por la Dra. Rosa M. Escorihuela Agull6
(Departament de Psiquiatria i Medicina Legal, Universitat Autonoma de
Barcelona).

El tutor de esta tesis ha sido Antonio Armario Garcia (Departament de
Biologia Cel.lular, de Fisiologia i d’ Immunologia, Universitat Autonoma de
Barcelona).



A mis padres



Un hombre libre de escoger entre dos manjares
igualmente distantes de él y que exciten con la misma
intensidad su apetito, se moriria de hambre antes de

escoger uno de los dos.

Dante Alighieri. La divina comedia.



AGRADECIMIENTOS

Aprovecho esta oportunidad para dar las gracias a todas aquellas personas sin cuya ayuda
esta tesis no se podria haber llevado a cabo. En primer lugar, quisiera expresar mi
agradecimiento a mi directora de tesis, la Dra. Rosa M. Escorihuela, por ensefiarme todo lo
que sé sobre ciencia y por toda la ayuda que me ha prestado durante este tiempo. Primero,
quiero agradecerte por la paciencia que mostraste, sobretodo en los primeros momentos, y
también por los animos que me has ido dando de forma constante. Gracias por los buenos
consejos, por los cortaditos de la mafiana mientras planificdbamos el dia, por tu confianza y
por tu amistad.

También quisiera aprovechar este momento para agradecer al Dr. Antonio Armario y a la
Dra. Roser Nadal por darme la oportunidad de llevar a cabo los experimentos de
autoadministracion y por integrarnos en su grupo. También gracias a todos los compafieros
del departamento de Fisiologia, a Xavi, Raul, David, Silvia, Humberto y sobretodo a Nuria
y Cristina, por su ayuda en los experimentos, y a todos los demas.

Y sobretodo muchas gracias al grupillo de locos y locas que conforman el Psiquiatrico,
gracias Marc, porque has compartido conmigo la mayor parte de este camino, por
ensefiarme a ver los arboles del bosque y por la amistad y la complicidad que compartimos,
y gracias Montse, Magda, Toni, Regi, Gloria, Elia y Esther, por ser los mejores compafieros
que he tenido nunca y porque sin vosotros el dia a dia no hubiera sido tan y tan divertido.
Muchas gracias a todos por las aventurillas que hemos vivido juntos y por las que nos
quedan por vivir.

También gracias al resto de compatfieros, a Albert, Rafa, Xavi, Lidia, Adolf, Yolanda y Bea,
sobretodo a Yolanda, sin la cual no hubiera conocido nunca a Rosa y no me hubiera
embarcado en esta aventura.

Y también quiero dar las gracias a Vago, por ser un compaiero genial durante las horas de
trabajo en el estabulario, y a Marga, por su alegria y su espontaneidad, por sus sabios

juicios y por su amistad.



Gracias también a Ana, por ser una buena amiga y hacerme sentir como en casa desde el
primer momento, y a Paula, Paola y Laura, porque vuestra amistad me ha acompafniado en
algunos de los momentos mas dificiles y sobretodo a Cesi y Rocio por acompanarme
durante toda la vida y seguir queriéndome, y por supuesto a Jesus, a quien debo tanto.

Y finalmente, quiero agradecer a mi familia por el apoyo y el carifio que siempre me han
dado, gracias Maria, Montse y David, por ser los mejores hermanos del mundo y porque sé
que puedo contar con vosotros en todo momento, gracias Yaya, por todas tus historias y por
tus caldos reconstituyentes y sobretodo quiero dar las gracias a mis padres, Maria Oliver y
Juan Pefia, por ser unas personas excepcionales y haber enriquecido siempre mi ambiente.

A todos, Muchas Gracias.

Para la realizacion de esta Tesis Doctoral he disfrutado entre los afios 2003-2006 de una
beca para la formacion de investigadores, ademés de una bolsa de viaje que me permitid
hacer una estancia en el Departamento de Psicologia Experimental de la Universidad de
Cambridge otorgada por la Generalitat de Catalunya (2003FI 00418).

Asimismo, la infraestructura especifica del laboratorio de conducta en los que se ha
realizado este trabajo y del material utilizado han sido financiado por el Plan Nacional de
[+D+1 2000-2003 (BSA2001-2574), por la Direccié Gerenal de Recerca de la Generalitat
de Catalunya (2005SGR00990), por la DGICYT, Ministerio de Educacion y Ciencia
(SAF2005-00358) y por el Institudo de Salud Carlos III, Ministerio de Sanidad (P1051160).



INDICE

Resumen/Abstract
I. Introduccion general

1. Enriquecimiento Ambiental (EA)
1.1. Enriquecimiento Ambiental en animales
1.1.1. Efectos morfoldgicos
1.1.2. Aprendizaje
1.1.3. Actividad espontdnea, exploracion y emotividad
1.1.4. Efectos neuroquimicos
1.1.5. Efectos en animales con alteraciones del sistema nervioso
1.2. Enriquecimiento Ambiental en humanos
2. Influencia del sexo sobre algunos aspectos conductuales y cerebrales
3. Efectos diferenciales del EA en funcion del sexo

4. Objetivos generales

I1. Primer bloque experimental: Estudio de los efectos del EA en la
conducta emocional, respuesta del eje HPA, exploracion,

interaccion social, filtraje sensoriomotor y aprendizaje

1. Introduccion
1.1. Interacciéon y memoria social
1.2. Exploracién y respuesta emocional
1.2.1. Laberinto elevado en cruz
1.2.2. Respuesta de sobresalto
1.2.3. Respuesta hormonal del eje HPA

Pagina

13

17

19
21
21
26
28
31
33
36
41
48
51

53

55
55
57
57
58
60



1.3. Evaluacion de la atencion y del filtraje sensoriomotor
1.4. Evaluacion de las capacidades de aprendizaje y memoria:
el laberinto Hebb-Williams

1.5. Planteamiento y objetivos especificos

Material y Métodos
2.1. Sujetos
2.2. Procedimiento general
2.2.1. Enriquecimiento Ambiental
2.2.2. Pruebas
2.2.2.1.Pruebas de conducta
2.2.2.1.1. Pruebas de exploracién y discriminacion social
2.2.2.1.2. Laberinto elevado en cruz
2.2.2.1.3. Tabla de agujeros
2.2.2.1.4. Respuesta de Sobresalto e inhibicion prepulso
2.2.2.1.5. Laberinto Hebb-Williams
2.2.2.2.Respuesta del eje hipotdlamo-pituitario-adrenal (HPA)
2.2.2.2.1. Muestras de sangre
2.2.2.2.2. Analisis bioquimicos
2.3. Secuencia experimental
2.4. Andlisis estadistico de los resultados
Resultados
3.1. Estudio I. Estudio de los efectos del EA en pruebas de ansiedad,
interaccion y memoria social
3.1.1. Pesos
3.1.2. Pruebas de discriminacion social
3.1.3. Laberinto elevado en cruz
3.2. Estudio II. Estudio de los efectos del EA en pruebas de ansiedad,
respuesta del eje HPA, conducta exploratoria, interaccion social,
filtros sensoriomotores y aprendizaje
3.2.1. Pesos
3.2.2. Conducta exploratoria en la tabla de agujeros

3.2.3. Respuesta del eje HPA

62

65
67

68
68
69
69
69
69
69
70
70
71
72
73
75
75
76
77
79

79
79
80
82

&3
&3
85
87



3.2.4. Laberinto elevado en cruz
3.2.5. Respuesta de sobresalto e inhibicion prepulso
3.2.6. Discriminacion social

3.2.7. Laberinto Hebb-Williams

4. Discusion

5.

ITI. Segundo bloque experimental: Estudio de los efectos del EA

Conclusiones

en la conducta de autoadministracion de cocaina

1.

Introducciéon

1.1. Generalidades sobre la adiccion a drogas

1.2. Efectos del EA en la conducta adictiva

1.3. Diferencias de sexo en la conducta adictiva

1.4. Actividad motora inespecifica

1.5. Planteamiento y objetivos especificos

Material y métodos

2.1. Sujetos

2.2. Procedimiento general

2.2.1. Enriquecimiento ambiental
2.2.2. Pruebas

2.2.2.1. Actimetria
2.2.2.2. Ingesta de comida y peso de los animales
2.2.2.3. Cajas de autoadministracion operante
2.2.2.4. Entrenamiento de refuerzo por comida
2.2.2.5. Implantacion quirargica del catéter
2.2.2.6. Autoadministracion de cocaina

2.3. Secuencia experimental

2.4. Analisis estadistico de los resultados

Resultados

3.1. Estudio de la actividad motora basal: Actimetria

88
90
91
94

101
119

121

123
123
125
128
132
134
135
135
136
136
136
136
136
136
137
139
140
141
142
144
144



3.2. Efecto del EA en la ingesta y el peso de los animales 145

3.3. Efecto del EA en la adquisicién de autoadministracion de cocaina 146
3.3.1. Entrenamiento de refuerzo por comida 146
3.3.2. Efectos del EA en la sesion de razon progresiva por comida 148

3.3.3. Adquisicion de la autoadministracion de cocaina en el
programa de razon fija 1 (FR1) 149
3.3.4. Seleccion de los animales que alcanzan el criterio de

adquisicion en FR1 y andlisis de la conducta de

autoadministracion en los programas de FR1, FR3 y FRS5 152

3.3.5. Autoadministracion de cocaina en el programa de
razon progresiva 156
4. Discusion 157
5. Conclusiones 169
IV. Discusion General 171
V. Conclusiones Generales 185

Referencias 189



RESUMEN

El tratamiento de Enriquecimiento Ambiental (EA) incrementa la estimulacion y
proporciona oportunidades mas ricas y variadas de interaccion con el entorno social y fisico
y ha demostrado ejercer una gran variedad de efectos a largo plazo a nivel neuroanatémico,
neuroquimico y conductual en varias especies animales. El EA aumenta el tamafio de la
corteza cerebral, incrementa las ramificaciones dendriticas y la neurogénesis hipocampal y
mejora las capacidades cognitivas en una variedad de tareas. No obstante, aunque algunas
investigaciones han descrito efectos diferenciales del EA en funcioén del sexo, la gran
mayoria de estudios que han evaluado los efectos del EA se han realizado con sujetos
macho. Ademas, en humanos existen importantes diferencias de sexo en un gran nimero de
psicopatologias, como la depresion, la esquizofrenia o la adiccion a drogas, lo cual
evidencia la necesidad de incluir a las hembras en los disefios experimentales. La presente
tesis se propone estudiar los efectos del EA en ratas Sprague-Dawley de ambos sexos en
pruebas que evaltan exploraciéon y memoria social, reactividad emocional, mecanismos
atencionales, aprendizaje y adiccion a drogas a lo largo de dos bloques experimentales. El
tratamiento se inici6 después del destete colocando a los animales en grupos de 9-12
individuos en jaulas de enriquecimiento durante 8 o 12 semanas, donde se cambiaban la
configuracion espacial y los objetos. Las ratas control se estabularon en grupos (2-3
individuos) en jaulas estandar.

En el primer bloque experimental se realizaron dos estudios con el propdsito de evaluar los
efectos del EA en exploracion social mediante la prueba de Discriminacion Social; en
reactividad emocional, mediante el Laberinto elevado en cruz, la respuesta de sobresalto
ante un estimulo acustico y la respuesta del eje Hipotalamo-Pituitario-Adrenal en
condiciones basales y en respuesta a la exposicion a la prueba de la Tabla de agujeros; en
mecanismos atencionales, mediante el paradigma de inhibicion prepulso; y en aprendizaje
espacial, mediante el laberinto Hebb-Williams. Los resultados de este primer bloque
mostraron que el EA disminuy6 la emotividad en machos y hembras como se observé por
la mayor conducta en los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz, la mayor

exploracion en la tabla de agujeros y la menor reactividad del eje HPA en comparacion con
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los animales control. De manera inesperada, el EA disminuy6 el porcentaje de inhibicion
prepulso en machos y hembras, resultado que contrastd con el efecto de mejora en la
ejecucion del laberinto Hebb-Williams que produjo el tratamiento en los mismos sujetos
experimentales. En las pruebas de exploracion y reconocimiento social, el EA mostré un
efecto diferencial en funcion del sexo ya que aumentd la exploracion y el reconocimiento
social en los machos pero los disminuy6 en las hembras.

El segundo bloque experimental constituyo el tercer estudio, donde se evaluaron los efectos
del EA en el consumo de cocaina mediante el paradigma de autoadministracion
intravenosa. Los resultados mostraron efectos de sexo y de tratamiento, de forma que las
hembras se autoadministraron mas cocaina que los machos, y el EA aumentd la
autoadministracion en machos y hembras de forma diferencial. Asi, el EA afectd
predominantemente a las hembras, quienes aumentaron la conducta de busqueda de cocaina
realizando un nimero mayor de respuestas en la palanca asociada a la droga.

En conjunto, los resultados del presente trabajo indican que el tratamiento de EA produce

efectos diferenciales en machos y hembras en funcion de las tareas evaluadas.
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ABSTRACT

Environmental Enrichment (EE) increases stimulation and provides richer sensory,
cognitive and motor stimulation through the interaction with the social and fisical
environment and produces a wide range of neuroanatomical, neurochemical and behavioral
effects in several animal species. Various studies have shown that EE increases brain
weight and thickness, dendritic branching and length and also increases hippocampal
neurogenesis and survival of newly generated neurons. With regard to cognitive function, it
has been consistently shown that EE improved spatial learning in several tasks. But the
results obtained from the experiments measuring the effects of EE treatment have been
done mainly with male rats, though some results clearly showed sex differences in response
to EE. Furthermore, a surge of findings from animals and humans have shown sex
differences in several psychopathologies, as depression, esquizofrenia and drug addiction.
The aim of the present thesis was to study sex differential effects of EE in Sprague-Dawley
rats in tasks that measure social exploration and memory, emotional reactivity,
sensoriomotor gating, spatial learning and drug addiction.

The work has been divided in 2 experimental blocks: after weaning, rats were housed in
groups of 9 -12 in enriched cages during 8 or 12 weeks, were the spatial configuration and
objects were changed frequently. Control rats were housed in groups (2-3 animals) in
standard cages.

In the first experimental work we did two studies, where we studied social exploration in
the Social discrimination test; emotional reactivity in the Elevated plus maze, Acoustic
startle response and responsiveness of the hypothalamic-pituitay-adrenal (HPA) axis in
response to the Hole board test; we measured attentional mechanisms through the prepulse
inhibition paradigm; and spatial learning in the Hebb-Williams maze. The main results
indicated that enriched animals appeared less emotional since they increase open arm
activity, they showed more exploratory behavior in the hole board and less HPA reactivity
than controls. EE showed a significant reduction of prepulse inhibition compared to control
rats, in contrast with the improvement showed by the enriched rats in the Hebb-Williams

maze. Furthermore, the EE effects in the patterns of social investigation were sex
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dependent, and EE treatment increased exploratory behavior and social discrimination in
males and decreased social discrimination in females.

In the second experimental block we performed the third study, where we evaluated the
effects of EE on cocaine consumption by means of the intravenous self-administration
paradigm. The results showed sex and treatment effects, females were more sensitivity to
cocaine as shown by the greater amount of cocaine intake. EE increased self-administration
in both male and female rats, but females were more affected than males as showed by the
higher levels of infusions and the increase in the responses in the active lever.

The results of the present thesis indicate that EE treatment produce differential effects in

male and female rats in a task dependent manner.
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Introduccion general

1. ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL

Desde antes del nacimiento un organismo ya estd sometido a las influencias del medio.
Diversos estudios indican que el feto humano desarrolla respuestas conductuales a partir del
cuarto mes de gestacion: responde a sonidos, presenta una respuesta hormonal ante el
estrés, se habitiia ante estimulos repetidos, presenta diferentes patrones cardiovasculares y
motores en respuesta al estrés, y cuando avanza la gestacion aumenta la variabilidad del
ritmo cardiaco en respuesta a la estimulacion (para revision ver Austin et al. 2005). En
diversos trabajos se ha estudiado una forma bdasica de aprendizaje como es la respuesta de
habituacién en fetos humanos, en donde se muestra una disminucion de la respuesta tras la
presentacion repetida de un estimulo. Asi, utilizando el paradigma de habituacion del ritmo
cardiaco a una estimulacion vibroactstica administrada a fetos de 32 semanas de gestacion,
se encontrd que los fetos de las madres que presentaban elevados niveles de la hormona
corticotropa (CRH) se habituaron y deshabituaron més lentamente que los fetos de las
madres que presentaban bajos niveles de CRH, apoyando la idea de que elevados niveles de
CRH en la placenta influyen negativamente en el neurodesarrollo del feto (Sandman et al.,
1999). También se han encontrado evidencias sobre los efectos a largo plazo de las
influencias negativas que comporta el estrés prenatal. Por ejemplo, adolescentes de 14-15
afios, cuyas madres presentaron altos niveles de ansiedad durante las semanas 12-22 del
embarazo, respondieron de forma mas impulsiva en una tarea de atencion dividida (Van
den Bergh et al., 2005), y a los 17 afios continuaron presentando déficit en tareas
relacionadas con la activacion de la corteza orbitofrontal que requerian un alto grado de
control ejecutivo (Mennes et al., 2006).

Este tipo de estudios son ejemplos de la importancia que pueden tener los factores
ambientales en la determinacion de la conducta, e indican que el producto final serd fruto
de las interacciones que se produzcan entre el acervo genético y las caracteristicas del
ambiente de crianza en el que el organismo se desarrolle. Mas concretamente y en relacion
al estudio de la interaccion ambiente-organismo, los efectos del tratamiento de
Enriquecimiento Ambiental han puesto en evidencia el importante papel que juega la
experiencia en el desarrollo definitivo del sistema nervioso y su reflejo en la conducta.

El cientifico italiano MV. Malacarne en el siglo XVIII, observo que los pollos que habian
sido criados en un ambiente rico en estimulos tenian un cerebro de mayor tamafio respecto

de los que habian vivido en jaulas pequefias y que provenian de huevos de las mismas
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Introduccion general

gallinas, postulando entonces que la experiencia podia alterar la estructura cerebral.
Charles Darwin, en 1874, ya otorgd una gran importancia al papel de las oportunidades
ambientales en la determinacion del tamafo cerebral al sefialar que los cerebros de los
conejos domésticos eran menores que los de los conejos salvajes, y postuld que esas
diferencias podrian atribuirse al confinamiento y al relativo empobrecimiento que comporta
la vida doméstica durante generaciones, haciendo que los animales no ejerciten el intelecto,
el instinto y los sentidos. En 1911, S. Ramoén y Cajal sugirié que el ejercicio cerebral podia
establecer nuevas y mds numerosas conexiones entre neuronas en el cerebro.
Posteriormente, Hebb, en 1949 hipotetizd que los animales criados en ambientes
enriquecidos durante la infancia podian desarrollar cambios permanentes en el cerebro
relacionados con el aumento de las capacidades de solucion de problemas, se basaba en el
hecho de que las ratas utilizadas como mascotas, y que han experimentado condiciones de
vida enriquecidas, eran mejores en la ejecucion de laberintos que las ratas de laboratorio
confinadas en jaulas (citados en Renner y Rosenzweig, 1987).

A principios de la década de los 60 en el Laboratorio de Psicologia de Berkeley (Krech et
al., 1962) se realizaron los primeros estudios donde se demostraban claramente los
primeros efectos neuroanatomicos del Enriquecimiento Ambiental (EA). El disefio
experimental utilizado en estos trabajos pioneros consistia en colocar grupos de 12 ratas
macho de 25 dias de edad en una jaula grande (64 x 64 x 46 cm) donde habia un pequefio
laberinto de madera que las ratas utilizaban de nido, y en la que se introducian diariamente
juguetes de madera. Ademas, las ratas exploraban un laberinto con diferentes
configuraciones que variaban diariamente durante 30 minutos al dia. A los 50 dias de edad
se realizd el entrenamiento en el laberinto Hebb-Williams, donde las ratas enriquecidas
recibieron pellets de glucosa como refuerzo, aunque tenian acceso a comida y agua ad
libitum. Simultaneamente, a los 25 dias edad, ratas de la misma camada que las
enriquecidas se colocaron en una condicion de empobrecimiento, en una jaula individual de
metal (28 x 20 x 20 cm) con acceso a comida y agua ad libitum, de manera que recibian un
pellet de glucosa cada vez que lo recibia la rata enriquecida. Los andlisis histologicos del
cerebro de los animales mostraron que estas manipulaciones ambientales provocaban
cambios neuroquimicos y de peso cerebral. El resultado més sorprendente fue el incremento
de peso de la corteza visual (8%) y de la corteza somatosensorial (3%) en los animales
enriquecidos respecto a los aislados. A partir de estos trabajos pioneros, distintos autores

fueron demostrando otros efectos neuroanatomicos y conductuales en animales que habian
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Introduccion general

sido criados en jaulas de enriquecimiento durante periodos que oscilaban desde varios dias,
hasta semanas o meses (Bennett et al., 1970; Greenough et al., 1973; Rampon et al., 2000a;
para revision ver Van Praag et al., 2000).

En los apartados siguientes se describen los principales efectos que el EA ha mostrado en
varios campos: cambios morfologicos derivados del tratamiento, tareas de aprendizaje y
memoria, actividad espontanea y exploracidon, cambios neuroquimicos y efectos del
enriquecimiento en animales con alteraciones o lesiones del SNC. Este primer bloque de la
Introduccién concluird con algunos apuntes sobre la aplicabilidad de los resultados
obtenidos mediante el estudio con animales de laboratorio asi como los efectos que pueden

producir ambientes enriquecidos en el &mbito humano

1.1. Enriquecimiento Ambiental en animales

1.1.1. Efectos Morfolégicos

El cerebro es una estructura que posee la propiedad de la plasticidad, lo cual significa que
puede cambiar en funcion de las sefiales del entorno, y que tiene una enorme capacidad de
adaptacion. Los factores ambientales influyen en la funcion y estructura cerebral, de forma
que la experiencia tiene consecuencias mas o menos perdurables a diferentes niveles de
integracion.

Los primeros cambios biologicos contundentes causados por el enriquecimiento en la rata
fueron el incremento de peso y de volumen cortical de hasta el 5% (Rosenzweig et al.,
1962). Este efecto se observo especialmente en la corteza visual, somatosensorial y frontal
posterior mientras que no se apreciaron cambios en otras regiones corticales como la
corteza prefrontal o temporal.

Otros trabajos han mostrado un incremento en el grosor de la corteza occipital del 6.2%
(Diamond et al., 1964), del volumen del hipocampo de las ratas enriquecidas (Walsh et al.,
1969), incrementos significativos en el volumen de la corteza motora y somatosensorial
(Rosenzweig et al., 1972) y un aumento del area total cortical (Juraska y Meyer, 1986). Al
parecer, el cambio de mayor magnitud se produce en la region occipital siendo las
diferencias medias entre sujetos enriquecidos y no enriquecidos tipicamente de un 8-9%
(Renner y Rosenzweig, 1987; Beaulieu y Colonnier, 1989a). Dado que la corteza occipital

es electrofisiolégicamente activa durante la estimulacion visual, se podria asumir que el

21



Introduccion general

enriquecimiento produce un efecto fundamentalmente de caracter visual. Por otro lado, la
ausencia de experiencia visual desde el nacimiento dificulta la maduracion de las funciones
visuales, las conexiones visuales no se consolidan y permanecen plasticas incluso después
del periodo critico normal, dificultando asi el desarrollo normal de la agudeza visual
(Berardi et al., 2003). En relacion con esto, los resultados de un estudio reciente en el cual
se administrd el EA durante el periodo critico de desarrollo de la agudeza visual, que en la
rata finaliza alrededor del dia 45 postnatal, indicaron que la crianza en condiciones de
ausencia de luz provocaba alteraciones en el desarrollo de las columnas de dominancia
ocular y el tratamiento de enriquecimiento contrarrestaba estas alteraciones. Esto es, el
enriquecimiento promovi6 el desarrollo y la maduracion fisiologica de las conexiones en la
corteza visual de ratas que habian sido estabuladas en condiciones de oscuridad en
comparacion con las ratas estabuladas en oscuridad de forma estandar, lo que demuestra
que otros factores independientes de la experiencia visual contribuyen al desarrollo de la
corteza visual (Bartoletti et al., 2004).

El efecto del enriquecimiento ambiental no se observa unicamente en areas corticales sino
que también afecta a estructuras subcorticales tales como el tubérculo cuadrigémino
superior, el estriado y el cerebelo (Greenough et al., 1973). Esto sugiere que
manipulaciones del entorno realizadas en la vida postnatal no solamente modifican el
trofismo de areas eminentemente plasticas como la corteza cerebral, sino también de otras
que han sido consideradas menos susceptibles de plasticidad. Los cambios corticales
observados posiblemente dependen de un efecto del enriquecimiento sobre la densidad
neuronal, aunque hay diferencias regionales en este efecto (Diamond et al., 1964). Las
diferencias en densidad neuronal son debidas tanto a una variacion en el nimero de ciertas
poblaciones neuronales como a un aumento en el nimero de células gliales (Diamond et al.,
1966; Sirevaag y Greenough, 1991). Este hecho probablemente indique mayores niveles de
actividad en la corteza cerebral, ya que muchas funciones de las células gliales tienen que
ver con el aporte metabolico necesario para la actividad neuronal. Esta interpretacion viene
apoyada por el incremento en el tamafio de capilares sanguineos encontrado por Diamond
et al. (1964) tras el enriquecimiento en ratas y por la induccion de la expresion de factores
neurotroficos derivados de la expresion glial (Young et al., 1999).

La inducciéon de cambios morfologicos en el SNC no sélo se ha observado en roedores. El
simple hecho de enriquecer el ambiente mediante la introduccidon de piedras en los tanques

de agua donde se crian los salmones provoca un incremento en el tamafio del cerebelo,
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comparado con los salmones que se han criado en tanques convencionales (Kihslinger y
Nevitt, 2006). En otro trabajo realizado en el 2006, Siwak-Tapp y sus colaboradores
encontraron que aumentaba el numero de neuronas hilares en el hipocampo (alrededor de
un 18%) comparados con los controles de su misma edad utilizando perros beagle viejos a
los que sometieron a enriquecimiento y a un entrenamiento cognitivo 6 dias a la semana en
el que los perros debian solucionar problemas de aprendizaje espacial.

Los cambios mas sorprendentes que han despertado un mayor interés cientifico durante los
ultimos afios son los referentes a la capacidad del EA para incrementar la neurogénesis. El
enriquecimiento aument6 el nimero de neuronas granulares en el giro dentado de la rata
(Susser y Wallace, 1982) y del raton (Kempermann et al., 1997a,b). Asimismo, se han
descrito incrementos en el numero de neuronas en la corteza occipital del gato (Beaulieu y
Colonnier, 1989b) y en el nimero de cuerpos celulares de Purkinje en el cerebelo del
macaco japonés (Floeter y Greenough, 1979). Ademas, el tratamiento de EA también
aument6 la neurogénesis en el giro dentado de ratas viejas comparadas con las controles de
su misma edad (Segovia et al., 2006), con lo que se demuestra que este fendémeno se
produce durante toda la vida del organismo.

No solamente se producen cambios en la densidad, sino que la propia citoarquitectura se ve
modulada por el enriquecimiento. Asi, tras el enriquecimiento ambiental se ha descrito una
expansion del citoplasma en rata (Greenough et al., 1973) y gato (Beaulieu y Colonnier,
1989a), también se han encontrado diferencias significativas en la longitud de las dendritas
de las neuronas piramidales de la capa III de la corteza cerebral y de las células estrelladas
de la capa IV, asi como de las células de Purkinje del cerebelo (Floeter y Greenough, 1979).
Estos cambios son casi inmediatos, ya que se han podido encontrar incrementos en la
longitud de las dendritas y en el nimero total de ramificaciones de las dendritas basilares de
las neuronas piramidales de la capa III en la corteza occipital tras s6lo cuatro dias de
enriquecimiento (Wallace et al., 1992).

Ademas, el enriquecimiento es capaz de incrementar la complejidad del arbol dendritico, lo
cual queda reflejado por un incremento en la ramificacion dendritica (Volkmar y
Greenough, 1972; Pascual y Figueroa, 1996), en el nimero de espinas dendriticas (Rampon
et al., 2000b) y en la densidad de las espinas dendriticas en ratas (Comery et al., 1995;
Berman et al., 1996). Como las espinas dendriticas son lugares donde se establecen las
conexiones sindpticas, este incremento en densidad es una indicacidon indirecta de un

incremento en la actividad sindptica de las neuronas piramidales, de manera que este
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aumento en el nimero de puntos de intercambio de informacion podria tener consecuencias
funcionales sobre la capacidad de procesamiento de informacion. De hecho, se ha descrito
una mayor proporciéon de sinapsis por neurona en ratas enriquecidas (Rampon et al.,
2000b). Ademads, la morfologia de la sinapsis también cambia, de forma que el espacio
sindptico es de mayor tamafo en ratas enriquecidas, incrementando el area total de contacto
sinaptico y el tamafo sinaptico medio, fundamentalmente en la corteza occipital (Mollgaard
et al., 1971). A nivel estructural, también se observan mayores concavidades presinapticas
y esta caracteristica esta asociada a una mayor eficacia sindptica (Wesa et al., 1982).

Todas estas modificaciones neuromorfoldgicas encuentran una explicacion mejor si se
tienen en cuenta los resultados que muestran la influencia del EA sobre la expresion génica
y la produccion de factores neurotroficos. Se ha visto que el enriquecimiento incrementa la
expresion de un gran numero de genes, muchos de los cuales estan relacionados con la
estructura, la plasticidad y la transmision neuronal (Rampon et al., 2000a). Se ha
encontrado un aumento en la expresion de genes que codifican proteinas relacionadas con
la sintesis y el procesamiento de macromoléculas, incluyendo factores de transcripcion, y
enzimas relacionadas con el DNA, RNA y el procesamiento de proteinas. También se ha
descrito una diferente expresion de genes que codifican proteinas proteoliticas encargadas
de la senalizacion y la apoptosis. Por ejemplo, la prolyl oligopeptidasa, la caspasa-6 y la
proteasa 4 mostraron una disminucion tras 3 y 6 horas de exposicion en ratones a un
ambiente enriquecido. La prolyl oligopeptidasa regula la degradacion de neuropéptidos,
como la vasopresina y la sustancia P, que juegan un importante papel en la sefializacion
neuronal. Ademads, inhibidores de la prolyl oligopeptidasa mejoran el aprendizaje y se
estudian para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Shinoda et al., 1999). Los
ratones enriquecidos también muestran cambios en la expresion de genes relacionados con
la formacion de nuevas sinapsis y la reorganizacion y fortalecimiento de las sinapsis
existentes, por ejemplo, la exposicion a un ambiente enriquecido aumenta hasta 3 veces la
expresion del gen que codifica la integrina alfa-4, que es importante para la plasticidad
neuronal (Revisado en Rampon et al., 2000a).

El enriquecimiento también alter6 los niveles de mRNA de muchos genes asociados con
cambios estructurales que ocurren durante el crecimiento neuronal. Asi, se encontr6 un
incremento de la expresion de la proteina citoesquelética dinactina, implicada en el
transporte retrogrado, en el crecimiento neuronal y la sinaptogénesis, y la cortactina, que

participa en la formacion de sinapsis y plasticidad mediante interacciones con receptores
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NMDA y con el complejo proteinico PSD95 (Martin et al.,1999; Naisbitt et al., 1999),
también aumenta tras el EA de 14 dias en ratones (Rampon et al., 2000a).

El EA también promueve la expresion de factores neurotroficos que ejercen funciones de
plasticidad neuronal, neurogénesis y mejoras del aprendizaje. Los factores neurotréficos
son proteinas especiales de sefializacion enddgena que promueven la supervivencia, la
divisién y el crecimiento, asi como la diferenciacion y la plasticidad morfolégica de las
células cerebrales. Los factores neurotroficos nutren a las neuronas durante el desarrollo, la
etapa adulta y la vejez. Existen diferentes factores neurotroficos, por ejemplo el NGF
(factor de crecimiento nerviosos o ‘nerve growth factor’), el BDNF (‘brain derived
neurotrophic factor’), la NT-3 (neurotrofina-3), y la NT-4/5 (neurotrofina 4/5) (para
revision ver Pham et al., 2002). Diversos estudios han mostrado que al menos 3 miembros
de la familia de los factores neurotroficos, el NGF, el BDNF y la NT-3 se expresan
abundantemente en el hipocampo y estan involucrados en la neuroplasticidad asociada al
aprendizaje y la memoria (Enfors et al., 1988). En el cerebro de la rata, los mayores niveles
de NGF se encuentran en las 4reas diana de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo
basal, incluyendo el hipocampo, la corteza cerebral y el bulbo olfatorio. En un estudio en el
que se midieron los niveles de NGF en el hipocampo, la corteza entorrinal y el hipotalamo,
asi como la expresion de los receptores de NGF (NGFR), p75 y trkA en las neuronas
colinérgicas del area septal medial (MSN), se encontr6 que los niveles de NGF aumentaron
en todas las regiones excepto en el hipotdlamo en las ratas que se habian mantenido un afio
en la situacion de enriquecimiento comparadas con las ratas aisladas, el EA también
aument6 la densidad de receptores p75 y trkA en el area septal medial (Pham et al., 1999).
También se ha descrito en la rata un incremento en la corteza visual e hipocampo de los
niveles de mRNA del factor de crecimiento neuronal (NGF) tras el enriquecimiento
(Torasdotter et al., 1998), y se han encontrado niveles elevados de BDNF, NGF y NT-3 en
el prosencéfalo basal medial y la corteza cerebral de ratas enriquecidas (Ickes et al., 2000).
Asi, se puede observar que el EA puede alterar los niveles de expresion de un gran numero
de genes relacionados con la estructura neuronal, la transmision sindptica y la plasticidad,

mecanismos relacionados, a su vez, con el aprendizaje y la memoria.
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1.1.2. Aprendizaje

Los cambios morfoldgicos y de expresion génica descritos anteriormente son importantes
por ellos mismos como indicadores de la plasticidad cerebral, pero adquieren una
importancia mayor si se consideran sus implicaciones en aprendizaje y memoria. De hecho,
uno de los efectos del enriquecimiento mas llamativos y que ha despertado un mayor
interés por su posible proyeccion terapéutica y preventiva es el impacto de este tratamiento
sobre procesos cognitivos.

En los primeros trabajos de enriquecimiento los investigadores se interesaron por
cuestiones tales como cuanto tiempo de enriquecimiento era necesario para aumentar la
inteligencia del animal, o en qué momento de la vida se debia producir la experiencia de
enriquecimiento para que pudiera reflejarse en la conducta (Forgays y Reid 1962; Diamond,
1988). Se analizaron los efectos del EA administrado en ratas de diferentes edades (de O a
21 dias, de 22 a 43, de 44 a 65, de 66 a 87 y de 88 a 109 dias) y 2 semanas después de la
finalizacion del enriquecimiento evaluaron las habilidades cognitivas de estos animales en
el laberinto Hebb-Williams. El tratamiento de EA mejor6 la habilidad de las ratas en el
laberinto a cualquier edad, aunque las diferencias mas marcadas se produjeron en el grupo
que habia recibido enriquecimiento del dia 22 al 43. Estos resultados obtenidos en una tarea
de aprendizaje mostraron consistencia con aquellos datos provenientes de los estudios
anatomicos y morfologicos que indicaban que la corteza cerebral podia ser alterada a
cualquier edad a consecuencia del EA, pero habia unas edades en las que los efectos
observados eran mas contundentes que en otras (Diamond, 1988). Igualmente, respecto a si
los efectos del enriquecimiento persisten en el tiempo tras la finalizacion del tratamiento, en
nuestro laboratorio hemos encontrado que la exposicion a un ambiente enriquecido durante
80 dias iniciado tras el destete produce mejoras en la memoria de trabajo evaluado
mediante la prueba de reconocimiento de objetos a los 18 meses de edad en ratas,
sugiriendo efectos a largo plazo del EA (Escorihuela et al., 1995a). Por otro lado, Renner y
Rosenzweig observaron que cuanto mas compleja era la tarea de aprendizaje, mayores
diferencias se producian entre los animales enriquecidos y los aislados (Renner y
Rosenzweig, 1987). De hecho, no se obtuvieron diferencias entre ratas enriquecidas y
controles en tareas de aprendizaje sencillas como en la prueba de aversion al sabor (Domjan
et al., 1977), la habituacion a estimulos acusticos repetidos (Van Woerden, 1986, citado en

Renner y Rosenzweig, 1987) o tareas de discriminacion visual (Rinck, 1968).
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En comparacion con los animales control, las ratas enriquecidas también presentaron mayor
habituacion de la actividad exploratoria en situaciones de novedad (Duffy et al., 2001;
Zimmermann et al., 2001; Schrijver et al., 2002; Del Arco et al.,, 2007b), mayor
condicionamiento contextual y mayor capacidad para discriminar entre diferentes
ambientes (Duffy et al., 2001; Barbelivien et al., 2006). Incluso recientemente, se ha
demostrado que serpientes criadas en un ambiente enriquecido muestran mayor habilidad
de resolucidon de problemas y se adaptan mas rdpidamente a un ambiente nuevo, mostrando
un perfil conductual mas adaptativo, que las serpientes criadas de forma convencional
(Almli y Burghardt, 2006). El enriquecimiento ambiental también mejord la memoria
evaluada mediante la tarea de reconocimiento de objetos (Escorihuela et al., 1995b; Gobbo
y O’Mara, 2004; Bruel-Jungerman et al., 2005), mejoré la adquisicion y la retencion de la
prueba de evitacion activa en dos sentidos (Escorihuela et al., 1994a) y redujo los déficit de
memoria a corto plazo observadas en ratas viejas (Soffie et al., 1999) asi como los déficit
de ejecucion en tareas de aprendizaje espacial en ratones viejos (Bennett et al., 2006).

En general, el EA es eficaz aumentando el rendimiento en tareas de aprendizaje viso-
espacial y la ejecucion de los animales en tareas hipocampo-dependientes, como son el
reconocimiento de objetos y el condicionamiento contextual comentados anteriormente,
sugiriendo que sus efectos podrian estar relacionados con la modulacion de la actividad de
estas estructuras subcorticales. De hecho, ya comentamos fendomenos de plasticidad
neuronal en el hipocampo tras la exposicion al tratamiento de EA, como por ejemplo, el
dato referente a las hembras enriquecidas con un mayor numero de dendritas por neurona
en el giro dentado en comparacion con los animales control (Juraska, 1984).

En conjunto, se ha visto que el EA mejora el rendimiento en tareas que requieren
aprendizaje espacial (Whishaw et al., 1984, 1986; Pacteau et al., 1989; Mohammed et al.,
1990; Park et al., 1992), como en el laberinto Hebb-Williams (Forgays y Forgays, 1952;
Brown, 1968; Galani et al., 1997; Kobayashi et al., 2002), el Lashley III (Bennett et al.,
1970), el laberinto radial de 17 brazos (Juraska et al., 1984) y el laberinto acuatico de
Morris (Falkenberg et al., 1992; Escorihuela et al., 1995b). Finalmente, las ratas
enriquecidas mostraron mayor flexibilidad conductual, es decir, mas capacidad de
modificar la conducta en paradigmas de reversion de una prueba de discriminacion
aprendida o de transferencia entre diferentes pruebas (Krech et al., 1962). Por ltimo, el EA
también atenud los déficit de aprendizaje asociados a la edad en perros beable viejos,

mejord el aprendizaje de discriminacion visual (blanco/negro) en una tarea de refuerzo
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operante y, ademas, la combinaciéon del tratamiento de EA con una dieta rica en
antioxidantes, mejoro la ejecucion de los perros en la tarea de reversion del aprendizaje en

comparacion con el grupo de animales control (Milgram et al., 2005).

1.1.3. Actividad espontanea, exploracion y emotividad

La exposiciéon al enriquecimiento ambiental modifica otros parametros generales de
conducta de los sujetos, ademas de los cambios descritos anteriormente en tareas de
aprendizaje. En medidas de actividad espontdnea y exploracion en situaciones de novedad,
en general se ha observado un incremento en la actividad exploratoria, por ejemplo en el
campo abierto (Widman y Rosellini, 1990; Larsson et al., 2002). Larsson y sus
colaboradores describieron que los animales enriquecidos realizaban un mayor nimero de
exploraciones verticales que los animales aislados durante los primeros 10 minutos de
exposicion al campo abierto; si bien mostraban una actividad locomotora menor, debido a
la mayor habituacion a la situacion de novedad por parte de los animales enriquecidos, de
manera que durante los primeros minutos de la prueba los dos grupos no diferian en los
niveles de actividad, pero a medida que progresaba la prueba los animales enriquecidos
disminuyeron mas rapidamente su actividad en comparacion con los aislados (Larsson et
al., 2002; Schrijver et al., 2002). Sin embargo, otro estudio realizado con ratones mostrd
resultados opuestos y el enriquecimiento disminuy6 la actividad exploratoria, contabilizada
por el nimero de rearings y la locomocion en el campo abierto (Pietropaolo et al., 2004).
No obstante, en este estudio el enriquecimiento consistid en proveer de estimulacion fisica
a los animales mediante la introduccion de objetos en las jaulas, donde los animales estaban
estabulados individualmente o por parejas, sin que hubiera animales estabulados en grupos
grandes. En otro trabajo, las ratas enriquecidas disminuyeron la actividad locomotora en un
ambiente inescapable en comparacion con ratas aisladas (Bowling et al., 1993; Smith et al.,
1997), y entraron en un nuevo compartimento y manipularon objetos nuevos mas
rapidamente que los animales aislados (Renner y Rosenzweig, 1987).

La tabla de agujeros (hole board) es otra prueba utilizada para medir la actividad
locomotora y la exploracion estudiando la conducta de los animales dirigida a los agujeros
del suelo; se considera que es un indicativo de la curiosidad del animal por explorar
ambientes nuevos, aunque también tiene un componente de ansiedad asociado. Se ha visto

que el EA también aumenta la conducta exploratoria evaluada mediante la tabla de agujeros
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(Escorihuela et al., 1994a,b; Fernandez-Teruel et al., 2002a), aunque también hay estudios
que encuentran resultados contradictorios, no hallando diferencias entre los grupos en los
niveles de exploracion (Freeman y Ray, 1972; Rose et al., 1985). Los factores que podrian
explicar estas inconsistencias son la variedad de pruebas de conducta a la que se someten
los animales de manera que la situacion experimental podria no estar reflejando
propiamente ‘conducta exploratoria’ (por ejemplo, algunas pruebas de campo abierto tienen
un grado de aversividad diferente debido la intensidad de la iluminacién utilizada, la
configuracién y el color del aparato, etc) (Zimmermann et al., 2001; Fernandez-Teruel et
al., 2002b) y también el hecho de que en aquellos estudios se compararon animales
estabulados en grupos en un ambiente enriquecido con animales estabulados
individualmente en condiciones empobrecidas (Renner y Rosenzweig, 1987; Mohammed et
al., 1993). Por otro lado, el EA también provocé una disminucién de las conductas
repetitivas (estereotipias) en ratones, incluso a largo plazo tras la finalizacion del
enriquecimiento, cuando los ratones permanecieron estabulados en condiciones estandar
(Powell et al., 2000). La conducta social de ratones también se vio afectada por el
enriquecimiento, aunque los ratones enriquecidos tendian a ser mas dominantes, a la vez
mostraron mas conductas afiliativas y menos agresividad en las interacciones sociales que
los controles no enriquecidos (Pietropaolo et al., 2004). Ademads, un tipo moderado de
enriquecimiento, como fue la introduccién de juguetes en las jaulas de monos macacos,
estabulados de forma individual, mejor6 la conducta de los animales disminuyendo
comportamientos anormales (Kessel y Brent, 1998).

Renner y Rosezweig (1986a) estudiaron los efectos del EA sobre la conducta exploratoria
de objetos, donde el animal se enfrentaba a una situacion de novedad en la que habia uno o
mas objetos desconocidos. Observaron que no habia diferencias en los parametros
estandares como el nimero de aproximaciones al objeto o el tiempo de interaccion, pero el
EA afectaba significativamente los patrones de exploracion, incrementando la intensidad y
la complejidad de la actividad exploratoria de los animales enriquecidos respecto a la de los
animales aislados. El estudio de Widman y Rosellini, (1990), también confirmaba estos
resultados, los animales enriquecidos realizaban mads diversidad de conductas exploratorias
hacia los objetos en comparacion con el grupo control (por ejemplo, tocaban los objetos
con las patas, los lamian, etc), confirmando que el EA afecta la organizacion de la conducta
espontanea, y sugiriendo que la investigacion deberia dirigirse a detectar diferencias mas

sutiles de comportamiento mediante registros cualitativos, ademés de caracterizar la
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conducta exploratoria espontanea utilizando medidas simples y discretas como se ha hecho
de forma tradicional, tendiendo a wuna simplificacion excesiva de un aspecto
comportamental muy complejo.

Se sabe que el enriquecimiento afecta también a otros aspectos generales como la
emotividad y la reactividad a estimulos estresantes. Aunque en general los datos apuntan a
una disminucién moderada de la emotividad en los animales enriquecidos, los efectos
descritos no son del todo consistentes (Escorihuela et al., 1994b; Fernandez-Teruel et al.,
1997; Chapillon et al., 2002; Larsson et al., 2002). Se ha visto que en los animales
enriquecidos se produce una reduccion en las defecaciones en el campo abierto en
comparacion con los animales control (Fernandez-Teruel et al., 1997; Larsson et al., 2002),
una disminucion en la latencia en comenzar a comer en un ambiente nuevo (Meshi et al.,
2006) y eran mas eficaces en las primeras fases de la adquisicion de la evitacion activa en
dos sentidos (Escorihuela et al., 1994a). Este ultimo dato es consistente con el efecto de
farmacos ansioliticos, que aumentan el nimero de respuestas correctas y el ritmo de
ejecucion de esta misma tarea, mientras que los farmacos ansiogénicos muestran un efecto
contrario empeorando la ejecucion de los animales y el nimero de respuestas correctas
(Fernandez-Teruel et al., 1991). También se han visto efectos a largo plazo del EA en el
laberinto elevado en cruz estudiando la conducta emotiva de ratones hembra enriquecidos
durante el embarazo. El enriquecimiento aumentd el numero de entradas en los brazos
abiertos tres meses después de la finalizacion del tratamiento, incluso la descendencia de
estos ratones evaluados a los tres meses de edad también mostrd una disminucioén de la
emotividad en el laberinto elevado en cruz, sugiriendo efectos epigenéticos del EA (Friske
y Gammie, 2005). En un trabajo reciente en donde se utilizaron diversos andlisis
multivariados para el estudio del impacto de las condiciones de crianza en distintos
modelos animales de ansiedad y depresion, se concluyd que el aislamiento social
reproducia los efectos de modelos animales que utilizaban procedimientos de estrés, y que
dos meses de aislamiento social provocaban efectos conductuales similares a algunos
modelos de depresion. Ademas, contrariamente al aislamiento social, los autores
concluyeron que el EA ejercia efectos antidepresivos y ansioliticos evaluados mediante la
prueba de natacion forzada, la preferencia por sucrosa y el test de campo abierto (Brenes
Saenz et al., 2006). Sin embargo, otros autores no encontraron diferencias entre animales

enriquecidos y animales control utilizando otro tipo de situaciones provocadoras de
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ansiedad como la exposicion de la rata a el olor de un depredador (Roy et al., 2001). A este

punto volveremos mas adelante en el primer bloque experimental.

1.1.4. Efectos Neuroquimicos

Actualmente estd bien establecido que el enriquecimiento ambiental produce efectos sobre
la modulacién de diferentes sistemas de neurotransmisién cerebrales. Inicialmente, se
describio un aumento en los niveles totales de RNA en la corteza de las ratas enriquecidas
respecto a las aisladas, y como la funcion del RNA es basicamente la fabricacion de
proteinas, el incremento en RNA por célula es indicativo de una mayor actividad celular en
los sujetos enriquecidos (Ferchmin et al., 1970). A nivel de la expresiéon génica, el
enriquecimiento produjo cambios en genes asociados con la excitabilidad neuronal, como la
neurokinina A, un neurotransmisor que juega un importante papel en el control de la
excitabilidad neuronal y la sensibilidad ante ataques de tipo epiléptico y apoptosis
(Revisado por Rampon et al., 2000a). En relacion con ello y aunque son pocos los trabajos
donse se han estudiado los efectos del EA en medidas electrofisioldgicas, se ha descrito un
incremento en la pendiente de los potenciales postsindpticos excitatorios en cortes de tejido
del giro dentado del hipocampo de ratas enriquecidas (Green et al., 1986).

El enriquecimiento de tan so6lo tres horas de duracién aumento la expresion de un grupo de
genes que codifican proteinas implicadas en el transporte de las vesiculas sinapticas y la
secrecion de neurotransmisores, como son la sinaptobrevina y la clatrina-AP2 en ratones, la
sinaptobrevina es una proteina asociada a las vesiculas sindpticas mientras que la clatrina-
AP2 (clathrin-adaptor protein AP2) regula la exocitosis de las vesiculas (Rampon et al.,
2000a). El EA también aumentd los niveles de sinaptofisina en el hipocampo de ratones
hembra (Frick y Fernandez, 2003) y atenu¢ la disminucién de sinaptofisina que se observa
con el envejecimiento en ratas (Saito et al., 1994). La sinaptofisina es una proteina que se
encuentra en las membranas de las vesiculas presinapticas que contienen
neurotransmisores, y se cree que el incremento en los niveles de sinaptofisina produce un
aumento en la neurotransmisién y mejora la memoria espacial (Lambert et al., 2005). En
roedores viejos, niveles elevados de sinaptofisina se asocian a una mejora en la memoria de
referencia espacial (Smith et al., 2000), paralelamente, las mejoras en aprendizaje espacial
inducidas por el tratamiento de EA también se asocian a mayores niveles de sinaptofisina

en el hipocampo y en la corteza frontoparietal (Frick y Fernandez, 2003).
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Consistentemente, el enriquecimiento aumenta la memoria y el aprendizaje evaluado
mediante diferentes pruebas (Renner y Rosenzweig, 1987) y promueve la neurogénesis en
el giro dentado del hipocampo (Kempermann et al., 1997a,b, 2002). Las células granulares
del giro dentado son glutamatérgicas y sus terminales axonicos se dirigen al area CA3 del
hipocampo y forman sinapsis con las neuronas piramidales glutamatérgicas e interneuronas
GABA¢érgicas. Las sinapsis que establecen las neuronas granulares inducen diversos
procesos de plasticidad como la potenciacion a largo plazo (LTP) o la inhibicién a largo
plazo (LTD), mediante cambios en el relevo de glutamato presinaptico y la estimulacion de
receptores de glutamato postsinapticos (Kawamura et al., 2004). En relacion con esto, se
encontrd que el tratamiento de EA aument6 la LTP, un fendmeno electrofisioldgico
asociado a la formacion de memoria a través los receptores NMDA (Artola et al., 2006) e
incremento la expresion de varios genes relacionados con la funcion del receptor NMDA
asociado a procesos de neurogenésis y de aprendizaje (Rampon et al., 2000a). Por ejemplo,
los niveles de expresion de la densidad postsinaptica 95 (PSD-95), la cual participa en el
anclaje del receptor NMDA e interactua con el 6xido nitrico (ON) sintasa en la membrana
postsinaptica, jugando un importante papel en la transmision sinéptica y en la formacion de
memoria, mostraron una mayor expresion tras el enriquecimiento en ratones
(Christopherson et al., 1999). A nivel de los receptores NMDA, otros estudios han descrito
que el enriquecimiento en ratas macho disminuia la densidad de la subunidad NR1 de los
receptores NMDA en el nucleo accumbens, indicando una excitabilidad reducida esta
region por parte de los animales enriquecidos (Wood et al., 2005). También se ha visto que
el aislamiento ambiental disminuia la funcion de los receptores glutamatérgicos en la
corteza prefrontal (Melendez et al., 2004), mientras que el enriquecimiento incrementaba
los niveles de los receptores de glutamato GluR2 y GluR4 en el hipocampo de ratones,
modificando asi la neurotransmision glutamatérgica (Naka et al., 2005) y aumentaba los
niveles de glutamato en la corteza entorrinal de animales enriquecidos en comparaciéon con
los animales aislados (Myhrer et al., 1992). También se ha observado un aumento de los
niveles de GABA y glutamato en el area CA3 del hipocampo en ratas macho enriquecidas
tras un tratamiento de EA de 8 semanas de duracion durante la vejez, comparadas con los
controles de su misma edad, mientras que no se observaron diferencias entre las ratas
jovenes independientemente del tratamiento ambiental (Segovia et al., 2006).

En otros sistemas de neurotransmisién hay menos datos conocidos. Asi, en lo que se refiere

al sistema colinérgico, la estimulacion ambiental en ratas produjo un incremento de la
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actividad total del enzima colinesterasa (ChE) en la corteza (Rosenzweig et al., 1962).
Inicialmente también se describié un aumento del enzima especifico acetilcolinesterasa
(AChE) en la corteza y regiones subcorticales (Bennet et al., 1964), aunque posteriormente
otros experimentos indicaron que la actividad de la AChE por unidad de peso era mas baja
en la corteza y mas alta en regiones subcorticales en las ratas enriquecidas con respecto a
las ratas aisladas (Rosenzweig et al., 1972). En estudios mas recientes se ha visto que el EA
también ayuda a revertir los déficit asociados a la pérdida de neuronas colinérgicas en ratas
viejas (Paban et al., 2005). En relacion al sistema serotoninérgico, el tinico dato destacable
corresponde a un estudio de Rasmuson y colaboradores (1988) donde describieron un
incremento en la expresion de mRNA para el receptor 5-HT1 en el hipocampo de ratones
enriquecidos en comparacion con los animales control. Con respecto al sistema
catecolaminérgico, se ha observado un aumento de noradrenalina (NA) y dopamina (DA)
en la corteza y una disminucion de estos neurotransmisores en areas subcorticales de ratas
enriquecidas en comparacion con animales aislados (Riege y Morimoto, 1970). El
enriquecimiento también produjo modificaciones en la actividad de los enzimas tirosina
hidroxilasa y feniletanolamina-N-metiltransferasa, sobre la capacidad de sintetizar
adrenalina (Haemisch y Gartner, 1997) y en la activacion de los receptores B3-adrenérgicos
en la corteza cerebral de ratas viejas (Escorihuela et al., 1995a). Mas recientemente, se ha
visto que el enriquecimiento ambiental en comparacion con el aislamiento, reduce la
densidad de los receptores D1 en la corteza prefrontal (Del Arco et al., 2007a) y decrece la
velocidad de accion del trasportador de DA (DAT) en la corteza prefrontal medial (mPFC),
pero no en el nucleo acumbens ni en el estriado, en comparacion con el aislamiento (Zhu et
al., 2004). Esta disminucion en la funcion del DAT parece deberse a una disminucién de la
expresion del DAT en la superficie celular (aunque no en el contenido total) en el mPFC

pero no en el nucleo accumbens y el estriado (Zhu et al., 2005).

1.1.5. Efectos en animales con alteraciones del sistema nervioso

Pero para poder establecer la utilidad del enriquecimiento ambiental como herramienta
terapéutica es importante saber si las alteraciones del desarrollo cerebral comprometen la
capacidad del animal para responder a la estimulacion ambiental posterior, tanto en
términos de plasticidad neuronal como de conducta emergente. Esta cuestion ha sido

abordada en estudios donde los roedores han sido sometidos a situaciones de desnutricion o
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a diversos tipos de lesiones cerebrales inducidas por métodos quirtirgicos o quimicos, como
la administracion de kainato o dafio excitotoxico, la isquemia cerebral focalizada, la
oclusion de la arteria cerebral media, la exposicion a radiacién ionizante (Johansson y
Ohlsson, 1996; Dahlqvist et al., 1999; Young et al., 1999; Hicks et al., 2002; Gaulke et al.,
2005; Maegele et al., 2005).

Aunque los resultados no siempre son coincidentes, en general muestran que,
posteriormente a la lesion, el enriquecimiento sigue ejerciendo su efecto trofico de
incremento  del tamafio, peso cerebral, nimero de dendritas y espinas, grado de
ramificacion dendritica y nimero de sinapsis por neurona independientemente de cual haya
sido el origen de la lesion (Kolb et al., 1998; para revision ver Will et al., 2004). Asi, el EA
administrado durante once dias tras la lesion cerebral disminuyo el tamafio de la lesion
cortical en el hemisferio lesionado y mejord la ejecucion de las ratas en el laberinto
acuatico de Morris (Passineau et al., 2001). En otro estudio, el EA redujo en un 45% la
muerte neuronal por apoptosis en el hipocampo e increment? la resistencia ante las lesiones
y la supervivencia de nuevas neuronas en el hipocampo de las ratas (Young et al., 1999).
Por otro lado, disminuy6 algunos los déficit asociados a determinadas alteraciones
genéticas en los ratones mutantes Lurcher caracterizados por una masiva degeneracion de la
corteza cerebelar (Caston et al., 1999) y en los ratones trisomicos Ts65Dn, que constituyen
un modelo del sindrome de Down. En éstos ultimos, el tratamiento de enriquecimiento
durante siete semanas mejord la ejecucion de las hembras trisdémicas enriquecidas en la
adquisicion del aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris (Martinez-Cue et al.,
2002). En ratones adultos knockout para la subunidad del receptor NMDA en la region
CAl del hipocampo, el enriquecimiento protegié contra los déficit de memoria y
aprendizaje, aumentando la ejecucion de los ratones enriquecidos en tareas de
discriminacién olfativa y condicionamiento contextual (Rampon et al., 2000b) y en los
ratones BXSB deficitarios en tareas de aprendizaje debido a la presencia de ectopias
corticales determinadas genéticamente también mejord significativamente la ejecucion de
los animales enriquecidos (Hoplight et al., 2001). Ademas el EA ha mostrado ejercer
efectos beneficiosos en diversos modelos animales de enfermedades neurodegenerativas
como el Huntington y el Alzheimer. Asi, en un ratdon transgénico que desarrolla un
sindrome neurodegenerativo que modela a la enfermedad de Huntington el EA previno la
pérdida de volumen cerebral y retraso la aparicion de los trastornos motores (Carter et al.,

2000; Hockly et al., 2002; Lazic et al., 2006), mejor6 el rendimiento de los ratones
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transgénicos que modelan la enfermedad de Alzheimer en el laberinto acuéatico de Morris
(Wolf et al., 2006; Jankowsky et al., 2005), indujo cambios en la expresion hipocampal de
genes relacionados con el secuestro de AP y plasticidad sinaptica en ratas (Costa et al.,
2006), y redujo los niveles de la deposicion de AP en ratones transgénicos (Lazarov et al.,
2005).

También se han descrito efectos beneficiosos del EA tras isquemia cerebral global o focal
(Briones et al., 2006; Puurunen et al., 1997; Gobbo y O’Mara, 2004; Komitova et al., 2005,
2006; Ronnbéack et al., 2005; Pereira et al., 2007), dafio cerebral traumatico (Passineau et
al., 2001) y lesiones de diversas regiones de la formacion hipocampal (Dalrymple-Alford et
al., 1988; Galani et al., 1997; Van Rijzingen et al., 1997). El enriquecimiento ambiental
también antagonizd algunas alteraciones cognitivas asociadas al envejecimiento
(Fernandez-Teruel et al., 1997; Soffie et al., 1999; Kobayashi et al., 2002) o a tratamientos
farmacologicos, como la lesion toxica de los sistemas monoaminérgicos (Ueda et al., 2005),
la induccion de ataques epilépticos (Faverjon et al., 2002), o la exposicion prenatal a
alcohol (Hannigan et al., 2007). En este trabajo, el hecho de que tras el enriquecimiento
ambiental mejorara la ejecucion motora indico que el SNC de ratas expuestas a alcohol
prenatal todavia conservaba suficiente plasticidad, que permitia al animal beneficiarse de la
estimulaciéon ambiental mediante algin mecanismo alternativo no dependiente del
hipocampo. De hecho, el EA mitigd los efectos nocivos del alcohol prenatal en ratas en
diversas pruebas de conducta pero no provocéd efectos significativos en la densidad de
espinas dendriticas en el hipocampo (Berman et al., 1996). Por ultimo, también se
encontraron efectos beneficiosos del EA cuando los trastornos eran inducidos por toxicos
ambientales como la intoxicacion por plomo durante el desarrollo (Guilarte et al., 2003),
por condiciones de vida inadecuadas, como el escaso cuidado maternal (Bredy et al., 2004)
o el aislamiento social (Hellemans et al., 2004).

Asi, el enriquecimiento parece ser una herramienta terapeutica efectiva tras ciertos tipos de
dafio cerebral, pero debemos tener en cuenta que los efectos del EA son, en general,
especificos de la lesion: se han demostrado efectos beneficiosos del EA en ratas con
lesiones en el hipocampo, pero no en ratas con lesiones en otras zonas de la formacion
hipocampal como el subiculo o la corteza entorrinal (Galani et al., 1997). Asimismo, parece
que los efectos del EA también son dependientes de la tarea: en el estudio de Dalrymple-
Alford y colaboradores (1988), las ratas enriquecidas realizaron una ejecucion peor que las

ratas control en el laberinto acudtico, mientras que el EA mejord la ejecucion de estas
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mismas ratas en la version seca del laberinto. Parece ser que las demandas funcionales de
estas dos tareas no fueron del todo equivalentes puesto que si bien los requerimientos de
memoria espacial en la resolucion de ambas tareas eran aparentemente idénticos, el nivel de
estrés y otros componentes sociales, motores, temporales o motivacionales parecian influir

de forma diferente en las dos versiones del laberinto.

1.2. Enriquecimiento ambiental en humanos

Como hemos visto en roedores y otros animales de experimentacion, el enriquecimiento
ambiental incrementa la estimulacion y proporciona oportunidades mas ricas y variadas de
interaccion con el entorno social y fisico, ejerciendo efectos beneficiosos a largo plazo a
nivel neroanatdmico, neuroquimico y conductual en varias especies animales. Por el
contrario, los animales criados en condiciones de aislamiento ambiental, privados de
estimulacion fisica y social presentan alteraciones cognitivas y de conducta (Geyer et al.,
1993; Hellemans et al., 2004). Mas concretamente, el aislamiento social durante la infancia
produce hiperactividad locomotora en un ambiente nuevo (Bowling y Bardo, 1994),
incrementa la ansiedad en el laberinto elevado en cruz (Wright et al., 1991; Hellemans et
al., 2004) y empeora el aprendizaje espacial (Juraska et al 1984; Renner y Rosenzweig,
1987), y produce déficits en la inhibicion prepulso (Geyer et al., 1993; Bakshi y Geyer,
1999; Powell et al., 2002) por lo que ha sido utilizado como modelo animal de sintomas
relacionados con trastornos psicoticos como la esquizofrenia (Ellenbroek, 2004).

Si trasladamos los conceptos de empobrecimiento y enriquecimiento ambiental al &mbito
humano, se puede observar que nifios criados en ambientes de escasa estimulacion
presentan alteraciones de conducta y de funciones cognitivas, mientras que nifios criados en
ambientes ricos en estimulacion resuelven mejor pruebas que evalian rendimiento
cognitivo y presentan menos problemas de conducta (Kaler y Feeman, 1994; Joseph, 1999).
Por otro lado, el hecho de que las experiencias vividas por el organismo durante la infancia
produzcan cambios estables en las estructuras nerviosas que estdn madurando sugiere que
las competencias y capacidades del organismo adulto pueden depender en parte de las
habilidades adquiridas durante este periodo. Por ejemplo, sucesos vitales adversos
ocurridos durante la infancia, como situaciones de abuso o negligencia por parte de los
padres pueden alterar el patron de desarrollo cerebral y posteriormente puede traducirse en

una mayor vulnerabilidad para sufrir determinados trastornos mentales durante la etapa
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adulta (Heim y Nemeroff, 1999, 2001). De hecho, este tipo de situaciones adversas durante
la infancia se asocian a una mayor probabilidad de sufrir depresion durante etapas
posteriores de la vida (Oakley-Browne et al., 1995).

Por todo esto, se plantea la posibilidad de disefar estrategias de intervencion encaminadas
a prevenir la aparicion de trastornos asociados a determinados sucesos ocurridos durante las
primeras etapas de la vida de un organismo. Algunas de estas intervenciones se han dirigido
a incrementar las habilidades cognitivas y sociales, disminuir los desajustes emocionales y
mejorar la calidad de vida de los nifios procedentes de sectores de la poblacion con bajos
niveles socioeconémicos o en situacion de riesgo. Pero establecer qué constituye
enriquecimiento para los seres humanos es mas complicado, no solo por la dificultad de
llevar a cabo experimentos controlados, sino por la gran variabilidad interindividual que
existe en la especie humana, donde cada individuo es diferente, tanto en su carga genética
como en las influencias ambientales que ha recibido incluso antes del nacimiento. Ademas,
lo que se considera enriquecimiento para un individuo puede que no lo sea para otro.

Uno de los estudios experimentales en el que se manipul6 el ambiente durante la infancia se
llevd a cabo en Mauritania, con nifios de tres a cinco afnos de edad. El programa de
enriquecimiento tuvo una duraciéon de dos afos e incorporé componentes educativos, de
mejora alimenticia y de ejercicio fisico. Por un lado se vio que, a la edad de once afios, los
nifios que habian recibido enriquecimiento en comparacion con el grupo control que no
habia recibido tratamiento mostraron diferencias en variables psicofisiologicas basicas,
como son la conductancia electrodermal o las medidas de electroencefalografia, que se
asociaron a una mejora en el procesamiento de informacidén, una maduracién cortical
temprana y un incremento en la actividad cortical en condiciones de reposo y de actividad
(Raine et al., 2001). Asimismo, el enriquecimiento también se asocidé con niveles menores
de conducta antisocial y personalidad esquizotipica en la edad adulta, obteniendo el mayor
beneficio aquellos nifios que previamente habian mostrado un estado nutricional peor
(Raine et al., 2003).

Los efectos del enriquecimiento ambiental en parametros cognitivos también fueron
observados por Boivin y colaboradores (1996) en nifios del Congo, sometidos a un
programa de enriquecimiento educacional y nutricional durante un afio académico. Estos
nifios mostraron una ejecucion mejor en habilidades verbales, visuales, logicas y en

rendimiento escolar comparados con los nifios que no habian recibido el programa de
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enriquecimiento, aunque no se observaron diferencias en variables de desarrollo fisico y
motor.

Pero ademds de estas intervenciones ambientales encaminadas a incrementar las
habilidades cognitivas y sociales, disminuir los desajustes emocionales y mejorar la calidad
de vida de los nifos procedentes de sectores de poblaciéon mas desfavorecidos, se realizaron
dos proyectos con niflos provenientes de familias con pocos recursos sociales y
economicos: el ‘Carolina Abecedarian Project’ (CAP; Horaceck et al., 1987) y el ‘Project
CARE’ (PC; Wasik et al., 1990), al margen de otro programa dirigido a nifios prematuros o
con bajo peso al nacer, el ‘Infant Health and Development Program’ (IHDP; Ramey y
Ramey, 1998). Estos estudios eran multidisciplinares (consejo familiar, visitas a casay a la
escuela, servicios de salud y nutricion, etc), intergeneracionales (se dirigian a los nifios pero
sobretodo a sus cuidadores) e individualizados (adaptados a las condiciones familiares
especificas de cada nifio). Los resultados de estas intervenciones han mostrado
consistentemente efectos positivos en los nifios, quienes presentaron una ejecucion
cognitiva mejor en comparacion con los nifios que no habian recibido la intervencion,
evaluado mediante los tests de inteligencia para nifios ‘Bayley mental development indices’
(MDIs) y Stanford-Binet (S-B). Los nifios a los que se aplicaron estos programas de
intervencion mostraron un aumento en el IQ durante los primeros de afios de vida respecto
al grupo de referencia, y ademdas se observd que los niflos de las familias con menos
recursos fueron los que mas se favorecieron de la intervencion temprana (Ramey y Ramey,
1998). En diversos programas de intervencion infantil destinados a tratar alteraciones
psiquiatricas y neurologicas (McGuire y Earls, 1991; para revisién), se han mostrado
resultados favorables de mejora en las capacidades motoras y cognitivas de nifios con
paralisis cerebral (Palmer et al., 1990) u otras lesiones cerebrales (Van’t Hooft et al., 2003),
con sindrome de Down (Irwin, 1989) o con alteraciones de la audicion y el habla (Onslow
et al., 1990).

Por otro lado, la aplicacion de intervenciones destinadas a enriquecer la estimulacion
sensorial, cognitiva o motora no tiene que producirse inicamente durante la infancia. Green
et al. (2006) mostraron que un tipo de ‘enriquecimiento ambiental’ mejoraba las funciones
cognitivas de individuos sanos. Los participantes del estudio llevaron a cabo un programa
de estimulacion mental intensiva durante dos semanas que consistié en la memorizacion
diaria de textos y la ejecucion de calculos aritméticos que requerian rapidez mental. La

evaluacion neuropsicologica se llevd a cabo antes y después de la intervencion pero para
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ello se utilizaron pruebas diferentes en los dos momentos temporales. Los resultados
mostraron que el grupo de individuos que habian recibido el entrenamiento intensivo
mejord la ejecucion en seis de las ocho medidas, mientras que el grupo control que no
recibid la intervencion s6lo mostrd una mejora en dos de las ocho pruebas. Estos resultados
sugieren que la capacidad cognitiva puede ser aumentada en individuos adultos y sanos tras
un periodo de estimulacion cognitiva intensa (Green et al., 20006).

En el campo de la investigacion basica ya vimos que el enriquecimiento ambiental podia
ejercer efectos beneficiosos a cualquier edad, incluso reduciendo los déficit cognitivos
asociados al envejecimiento en ratones (Bennett et al., 2006). En humanos, si consideramos
un modo de enriquecimiento cognitivo durante la vida, que estaria representado por el nivel
de educacion, los afios de escolarizacion, la complejidad del trabajo o el tipo de actividades
de ocio, parece como si este factor ejerciera un papel protector ante el deterioro cognitivo
asociado a la edad o ante diferentes tipos de demencias. Por ejemplo, Jacobs et al. (1993)
analizaron el tejido cerebral del area de Wernicke, indispensable para el reconocimiento del
lenguaje, comparando la morfologia neuronal entre individuos que habian tenido educacion
universitaria con individuos que s6lo habian recibido educacidon secundaria, y demostraron
que las neuronas de aquellos sujetos que habian recibido mas afios de educacion académica
tenian mas dendritas que los otros. Otro ejemplo sobre el impacto del ambiente en la
morfologia cerebral es el que nos aporta el estudio de Sullivan et al. (2001a), basado en el
estudio de gemelos, donde se muestra que los genes y el ambiente influyen de forma
equivalente en el tamafio del hipocampo en humanos. Los resultados de este trabajo
indicaron que el volumen del hipocampo en humanos envejecidos se debia en un 40% a la
herencia del individuo, mientras que el 60% de la variabilidad en la determinacion del
volumen hipocampal se explicaba por factores ambientales. Por otro lado, un estudio
epidemiologico sobre la enfermedad de Huntington en humanos ha mostrado el importante
papel que juegan los factores ambientales en la aparicion de la enfermedad, y se cree que un
ambiente rico en estimulos mejora el funcionamiento fisico, mental y social de pacientes
con esta enfermedad (para revision ver Nithianantharajah y Hannan, 2006). Ademas,
factores ambientales también parecen estar involucrados en el riesgo a padecer la
enfermedad de Alzheimer. Estudios epidemioldgicos indican que un alto nivel de
educacion, una actividad laboral satisfactoria, la participacion en actividades
cognitivamente estimulantes y el hecho de involucrarse en actividades de ocio, reduce el

riesgo de desarrollar Alzheimer (para revision ver Spires y Hannan, 2005). A este respecto,
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un estudio con pacientes de Alzheimer que presentaban un déficit cognitivo medio
concluy6 que el enriquecimiento ambiental (consistente en un programa de estimulacion
cognitiva y motora en sesiones de 3.5 h, dos veces a la semana) repercuti6 positivamente en
la estabilizacion cognitiva y mejor6d de forma duradera el estado de animo de los pacientes
(Olazaran et al., 2004).

La hipdtesis de la reserva cognitiva mantiene que estilos de vida enriquecidos dan lugar a
estructuras neuronales eficientes, proveyendo una reserva cognitiva que retrasa la aparicion
de las manifestaciones clinicas de la demencia (Rodriguez y Sanchez, 2004) y sugiere que
el enriquecimiento cognitivo promueve la utilizacion de las funciones disponibles. La
hipédtesis de la reserva cognitiva se formulé como posible explicacion al hecho de que no
existe una relacion directa entre el grado de patologia cerebral y los sintomas clinicos que
se observan. Por ejemplo, en el caso de la enfermedad de Alzheimer, la evidencia
epidemiologica sugiere que los pacientes con bajos niveles educativos o culturales, o con
bajos cocientes intelectuales empiezan a expresar las caracteristicas clinicas de la
enfermedad con un grado histopatoldégico menor que las personas con niveles mas elevados
de reserva. Stern et al. (1999) demostraron uno de los supuestos derivados de la hipdtesis
de la reserva cognitiva observando que los sujetos con alta reserva presentan una progresion
mas rapida de la patologia de Alzheimer y una mayor tasa de mortalidad. Esto seria debido
a que tener una reserva cognitiva mayor requiria mas patologia cerebral antes de que se
empiece a afectar la memoria en esta enfermedad, no obstante, la patologia del proceso
neurodegenerativo progresaria independientemente de la educacion y cuando la patologia
fuera muy severa ya no habria sustrato para que la reserva cognitiva actuara. De acuerdo
con esta hipdtesis de la reserva cognitiva los niveles educativos altos serian capaces de
retardar la expresion clinica de la demencia debido a la habilidad del cerebro en la
utilizacion de las estructuras neuronales disponibles a modo de deposito de reserva (Staff et
al., 2004; Whalley et al., 2004). Esta hipotesis también se sustenta en la asuncién de que
algin tipo de neuroplasticiad ligada a las experiencias cognitivas permite un
funcionamiento cognitivo normal incluso cuando hay presencia de patologia cerebral, y
sugiere que la experiencia cognitiva durante las primeras etapas de la vida afecta a la
organizacion cerebral durante la etapa adulta. Los estudios de neuroimagen muestran como
durante la vejez se utilizan diferentes regiones del cerebro en el procesamiento de una
determinada tarea que las que utilizan los sujetos jovenes, indicando una reorganizacion de

las funciones cerebrales con el fin de compensar posibles déficits localizados en
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determinadas areas del cerebro. De estos datos se desprende que el enriquecimiento
cognitivo no actuaria previniendo el desarrollo de la patologia pero permitiria compensar
mejor su ocurrencia (Stern et al., 2005).

Los mecanismos que sustentan la reserva cerebral serian los mismos que estarian
implicados en los cambios observados fruto del enriquecimiento ambiental en animales de
laboratorio. Se ha visto que el enriquecimiento ambiental en animales aumenta la
plasticidad del cerebro modificando la transmision sinaptica, incrementado las sefiales entre
neuronas y fortificando circuitos neuronales. Estos cambios en conectividad sinaptica
inducidos por el enriquecimiento proveen un mecanismo explicativo tedrico sobre como el
cerebro puede utilizar de forma mas eficiente las redes neuronales y utilizar circuitos
alternativos cuando se necesitan. Este incremento dependiente de la experiencia en
conectividad neuronal podria representar el mecanismo de relevancia para explicar la teoria
de la reserva cognitiva y explicar como el enriquecimiento puede hacer al cerebro mas
resistente en casos de patologias cerebrales, lesiones y neurodegeneracion. Pero el
enriquecimiento ambiental y el concepto de reserva cognitiva también son relevantes en
enfermedades psiquiatricas que involucran disfuncion cognitiva como parte de la
sintomatologia, como la esquizofrenia, el trastorno bipolar o la depresion (Barnett et al.,

2006; Nithianantharajah y Hannan, 20006).

2. INFLUENCIA DEL SEXO SOBRE ALGUNOS ASPECTOS
CONDUCTUALES Y CEREBRALES.

Los hombres y las mujeres difieren en multitud de aspectos de funcionamiento cerebral,
relacionados con habilidades cognitivas especificas, procesamiento de emociones, vision,
audicion, memoria, lenguaje, percepcion del dolor, niveles de neurotransmisores, accion de
las hormonas del estrés en el cerebro o la manifestacion clinica de enfermedades (para
revision ver Cahill, 2006).

En tareas de rendimiento, los hombres parecen ser mejores en pruebas de rotacion mental,
navegacion y orientacidon espacial, y puntian mas alto en problemas de ingenieria y fisica
(Shepard y Metzler, 1971; Lawson et al., 2004). Por el contrario, las mujeres puntiian mas
alto en pruebas de reconocimiento de emociones, sensibilidad social y fluidez verbal

(Baron-Cohen et al., 1999; McClure, 2000; Wirth et al., 2006). Las nifias empiezan a hablar
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antes que los nifios y prefieren jugar con mufiecas, mientras que los nifios prefieren los
juguetes mecanicos. Aunque estas diferencias de sexo pueden deberse a factores
ambientales, experimentos con animales sugieren una base bioldgica, mas concretamente,
se comprovo que monos vervet macho prefirieron jugar con camiones mientras que sus
hermanas prefirieron las mufiecas (Alexander y Hines, 2002, citado en Baron-Cohen et al.,
2005). Un estudio realizado con bebés humanos de un dia de edad a quienes presentaban un
objeto mecanico o una cara sonriente, encontraron que los nifios permanecian mas tiempo
mirando al objeto mientras que las nifias dedicaron mdés tiempo a explorar la cara
(Connellan et al., 2001, citado en Baron-Cohen et al., 2005). Sin embargo, a pesar de estas
diferencias encontradas en tareas cognitivas especificas, los hombres y las mujeres no
difieren en medidas de inteligencia general. Y, por otro lado, se debe tener en cuenta que
existe una gran variabilidad entre los sujetos, sin tener en cuenta su sexo, con lo que hay
que tener las consecuentes reservas al intentar realizar inferencias acerca de individuos
concretos.

Pero en la lista de factores que influyen en las diferencias entre el cerebro de hombres y
mujeres debemos incluir el acervo genético de cada sexo y la influencia de las hormonas
sexuales durante diferentes etapas del desarrollo del SNC. Estudios genéticos han mostrado
que los genes de los cromosomas sexuales afectan directamente la diferenciacion sexual del
cerebro (Carruth et al., 2002) y que de los 21.000 genes activos en el cerebro, 51 mostraron
diferentes niveles de expresion en cerebros de embriones de ratones macho y hembra antes
de que las gonadas se formaran, indicando que los cerebros de machos y hembras seguian
diferentes patrones de desarrollo antes incluso de la influencia de las hormonas sexuales
(Dewing et al., 2003).

El cerebro de hombres es un 9% mayor que el de las mujeres, una diferencia que se debe
mas a la cantidad de materia blanca que a materia gris: los hombres presentan mayor
cantidad de materia gris pero diversos estudios muestran que la proporciéon de cuerpo
calloso respecto al volumen cerebral total es menor en los hombres (Giedd et al., 1996;
Allen y Damasio, 2003). Por otro lado, parece ser que el cerebro masculino tiene mas
conexiones intrahemisféricas que el cerebro femenino, sugiriendo un patréon de
conectividad local incrementada en los hombres, junto con una conectividad
interhemisférica disminuida con respecto a las mujeres. Las mujeres muestran una mayor
recuperacion del lenguaje tras una lesion del hemisferio izquierdo en comparaciéon con los

hombres; ademads, estudios con resonancia magnética funcional indican que las hembras
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muestran una activacion de los dos hemisferios cerebrales en tareas relacionadas con ciertos
aspectos del lenguaje, por lo que parece ser que el cerebro de la mujer es mas bilateral y
con una conectividad interhemisférica mayor (Shaywitz et al., 1995). En concordancia con
esto, el autismo, una enfermedad que afecta predominantemente a hombres, muestra un
patron de conectividad intrahemisférica muy marcado, que apoyaria junto con otros datos la
teoria del autismo como un ‘cerebro extremadamente masculinizado’ (Baron-Cohen et al.,
2005).

También se han descrito diferencias sexuales en otras regiones del cerebro como son el
hipocampo, la amigdala o determinadas zonas de la corteza cerebral (Witelson et al., 1995).
El hipocampo es una regiéon muy asociada a funciones de aprendizaje y memoria que
presenta un claro dimorfismo sexual. Hipocampos de hombres y mujeres difieren en
estructura anatomica, sistemas de neurotransmision y respuesta al estrés. Estudios de
neuroimagen encuentran que el hipocampo es mayor en mujeres que en hombres respecto al
volumen total del cerebro (Cahill, 2006). Estudios en ratas han encontrados diferencias mas
sutiles, como por ejemplo, el volumen de la region CA1 del hipocampo y el nimero de
células piramidales que contiene son significativamente mayores en los machos que en las
hembras, asi como la densidad de las neuronas en el giro dentado(Madeira y Lieberman,
1995).

También hay diferencias sexuales en el hipocampo en relacion con los sistemas de
neurotransmision monoaminérgica, serotonérgica, colinérgica, GABA¢érgica, asi como en
los niveles de corticosterona, y colecistokinina. Por ejemplo, se ha visto que la afinidad de
los receptores de glucocorticoides en las hembras es la mitad que en los machos, y esta
diferencia se da independientemente de las hormonas sexuales circulantes. Las hormonas
sexuales, como el estrogeno pueden alterar la excitabilidad de las células del hipocampo,
influir en la estructura dendritica, aumentar la permeabilidad de receptor de NMDA,
modular los procesos de aprendizaje, y también causar diferencias en fendmenos de
potenciacion a largo plazo (PLP) en el hipocampo (para revision ver Cahill, 2006). Estas
evidencias sugieren que el sexo del individuo influye en el papel del hipocampo en
aprendizaje y memoria hasta el punto que una breve exposiciébn a una situacion de
aprendizaje estresante, como la exposicion a shocks en la cola, incrementa la densidad de
las espinas dendriticas en el hipocampo de ratas macho, pero las disminuye en ratas hembra

(Shors et al., 2001).
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Otra diferencia sexual es la reaccion del hipocampo al estrés cronico, se ha visto que en
ratas y monos el estrés cronico causa dafio en el hipocampo de machos, pero mucho menos
en las hembras (McEwen, 2000), sugiriendo que la susceptibilidad de las células del
hipocampo al estrés cronico juega un papel importante en el trastorno por estrés post
traumatico (PTSD) y la depresion. Ambos trastornos afectan predominantemente a las
mujeres, si bien los estudios en los modelos animales sobre estos trastornos continuan
utilizando sujetos macho casi exclusivamente (Nemeroff et al., 2006). Claramente, la
relativa resistencia de las neuronas hipocampales al dafio inducido por estrés necesita mas
investigacion si se quiere relacionar la muerte neuronal inducida por estrés y estados
psicopatologicos como la depresion y el PTSD.

La amigdala también presenta un claro dimorfismo sexual y una lateralizacion funcional
distinta en hombres y mujeres. El tamafio de la amigdala relativo al tamafo total del
cerebro es mayor en el hombre que en la mujer, y también existen diferencias sexuales en
sus relaciones funcionales con el resto del cerebro (Goldstein, 2001). Varios estudios han
descrito influencias de sexo en la funcion de la amigdala relacionada con el almacenaje de
memorias de eventos emocionales, basadas en las interacciones con hormonas de estrés
enddgenas que se liberan durante los sucesos estresantes (McCaugh, 2004). Los estudios de
neuroimagen también revelan diferentes patrones de lateralizacion relacionados con
memorias emocionales, indicando una implicacion preferencial de la amigdala izquierda en
la memoria de material emocional en mujeres, pero una activacion de la amigdala derecha
en los hombres (Cabhill, 2003). Esta lateralizacion de la amigdala no so6lo se ha visto en el
procesamiento de material emocional sino también en estado de reposo (Kilpatrick et al.,
2006). También se han visto paralelismos entre la lateralizacion funcional de la amigdala y
la disfuncién de la amigdala en determinados trastornos, como las mujeres con sindrome de
Turner (que tienen un cromosoma X de menos) quienes muestran una respuesta reducida de
la amigdala del hemisferio izquierdo para material emocional (Skuse et al., 2005) o las
mujeres con trastorno depresivo o con sindrome del intestino irritable, que muestran una
mayor activacion de la amigdala izquierda (Drevets, 2003; Naliboff et al, 2003).

Otras interacciones del sexo con lateralidad hemisférica funcional también se han
observado en regiones hipotaldmicas y en la corteza cerebral prefrontal (PFC) en ratas. La
corteza prefrontal es una zona rica en receptores de hormonas sexuales y es una de las
regiones con mas receptores de estrogeno del cerebro humano (Bixo et al., 1995). Se han

visto diferencias sexuales en los sustratos neuronales de la memoria de trabajo, una funcion
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que depende de la actividad del PFC (Duff y Hampson, 2001), y esta zona también se ha
asociado con una diferente respuesta al estrés en funcion del sexo. En humanos, lesiones
del PFC del hemisferio derecho empeoran la ejecucion en tareas de toma de decisiones en
hombres pero no en mujeres, mientras que lesiones del hemisferio izquierdo empeoran la
ejecucion de mujeres pero no de hombres (Shansky et al., 2004).

Muchos trastornos del SNC muestran diferencias sexuales en la incidencia o naturaleza,
como el Alzheimer, el PTSD y otros trastornos de ansiedad, esquizofrenia, esclerosis
multiple, autismo, adiccion, fibromialgia, trastorno de atencion con hiperactividad,
sindrome de intestino irritable, sindrome de la Tourette y trastornos de la ingesta (Klein y
Corwin, 2002; Cahill, 2006), por lo que las implicaciones de las influencias sexuales en el
estudio y el tratamiento de estos trastornos son considerables. Por ejemplo, con respecto a
la enfermedad de Alzehimer que afecta predominantemente a mujeres, se ha visto que el
tipo y el grado de patologia cerebral, asi como la relacion entre patologia y alteracion
conductual difieren entre sexos. Asi, la patologia neurofibrilar asociada con una
fosforilacion anormal de la proteina tau difiere en el hipotdlamo de hombres y mujeres:
hasta un 90% de hombres en edad avanzada muestran esta patologia, mientras que sélo se
encuentra en el 8-10% de las mujeres de la misma edad. En cambio, se ha observado un
patron opuesto en el nucleo basal de Meyner, que es la mayor fuente de inervacion
colinérgica hacia la corteza. En esta zona, el porcentaje de neuronas que contienen ovillos
con proteina tau hiperfosforilada es mayor en mujeres que en hombres. Otras evidencias
indican que la relacion entre la afectacion psicopatologica del Alzehimer y la alteracion
conductual difiere entre sexos, de manera que la presencia del alelo APOE*E4 (el alelo del
gen asociado con un incremento en el riesgo de sufrir Alzehimer) se ha relacionado con una
mayor atrofia hipocampal y disfuncion de la memoria en las mujeres que en los hombres
(Fleisher et al., 2005). Por otro lado, parece que los sintomas de depresion incrementan
significativamente el riesgo de sufrir Alzehimer en hombres pero no en mujeres (Dal Forno
et al., 2005). Por ultimo, la relacion entre los ovillos neurofibrilares y el diagndstico clinico
del Alzehimer también difiere entre hombres y mujeres, de manera que en un estudio donde
se utilizaron modelos de regresion se detectd que incrementando en una unidad la severidad
de la patologia cerebral aumentaba tres veces el riesgo de sufrir la enfermedad de
Alzheimer en los hombres, mientras que el riesgo aumentaba hasta veinte veces mas en las

mujeres (Barnes et al., 2005).
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Otro trastorno cerebral que difiere en incidencia y naturaleza entre los sexos es la
esquizofrenia. Hombres y mujeres muestran una manifestacion clinica del trastorno
diferente, incluyendo la presentacion, sintomatologia, edad de aparicion y curso de la
enfermedad. Algunos patrones de la morfologia cerebral también son diferentes entre sexos,
por ejemplo, los hombres con esquizofrenia muestran un tamafio de los ventriculos mayor
que los hombres sanos mientras que esta alteracion no se ve en las mujeres; la proporcion
del tamafio de la amigdala y de la corteza orbitofrontal esta incrementada en hombres con
psicosis pero disminuida en mujeres; y con respecto a las facciones de la cara, se ha visto
que hombres esquizofrénicos presentan menos asimetria hemisférica facial que el grupo de
hombres de referencia, mientras que las pacientes mujeres presentan una mayor asimetria
facial con respecto a las mujeres control (para revision ver Cahill, 2006).

Diferentes componentes de la conducta adictiva también presentan claras diferencias de
sexo. Datos provenientes de estudios epidemioldgicos sugieren que la mayoria de
consumidores de drogas son hombres, aunque durante la Gltima década el numero de
mujeres que se hacen adictas ha aumentado (Lynch et al., 2002). Hombres y mujeres
difieren en las respuestas bioldgicas y subjetivas a varias drogas de abuso. Por ejemplo, las
mujeres inician el consumo de cocaina antes que los hombres, sufren mas intoxicacion tras
niveles similares de consumo de alcohol y tardan menos tiempo a desarrollar una adiccion a
cocaina, opidceos y alcohol tras el consumo inicial (Lex, 1991). La dopamina es el
neurotransmisor que juega un importante papel en la adiccion, en relacion a este hecho se
han descubierto diferencias sexuales en los niveles de dopamina en muchas regiones
cerebrales que puedan estar sustentando la mayor vulnerabilidad de las mujeres a la
adiccion (Becker y Ramirez, 1981; Bazzett y Becker, 1994).

Por otro lado, y en relacion al sistema dopaminérgico, se ha visto que las diferencias de
sexo en la prevalencia del transtorno por déficit de atencidon con hiperactividad (TDAH)
podrian ser atribuidas a diferencias de sexo en la densidad de receptores de dopamina. En
ratas macho se ha visto que la densidad del receptor D2 se incrementa un 144% desde los
25 alos 40 dias de edad (periodo que en humanos corresponderia con la pubertad), mientras
que el incremento que se produce en las hembras en este periodo es s6lo del 31%, lo que se
relacionaria con la aparicion de los sintomas motores del TDAH y la mayor proporcion, de
dos a cuatro veces superior, en los varones (Andersen y Teicher, 2000).

Con respecto a los trastornos afectivos ya hemos comentado anteriormente que tienen una

mayor prevalencia en las mujeres que en los hombres, por ejemplo, el doble de mujeres
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sufren de ansiedad generalizada, estrés post-traumatico y trastorno por ataques de panico.
Incluso el trastorno bipolar, que no muestra esta prevalencia, si presenta diferencias de sexo
en cuanto a sintomatologia (méas episodios depresivos y con ciclos mas rapidos en mujeres)
y edad de aparicion (més tarde en mujeres), con lo cual, las hormonas ovaricas también se
han relacionado en el desarrollo y la progresion de estas patologias (Arnold, 2003).

La serotonina es un neurotransmisor implicado en este tipo de trastornos psiquiatricos como
la depresion, ansiedad, impulsividad y suicidio. Por ejemplo, se ha visto que las
concentraciones en fluido espinal del metabolito de la serotonina (4cido 5-
hidroxiindoleacetico) son mayores en mujeres que en hombres, pero en cambio se produce
un 40-50% mas de sintesis de serotonina en hombres que en mujeres (Cook et al., 1988).
También se han descrito diferencias en la permeabilidad del receptor SHT2 en el cerebro y
en la corteza frontal y cingulada se encontrd una menor funcionalidad de este receptor en
mujeres en comparacion con hombres (Biver et al., 1996).

Por ultimo, debemos comentar que la mayoria de los estudios preclinicos sobre la eficacia y
seguridad de nuevas drogas, asi como los estudios sobre los correlatos neuroquimicos
conductuales y el modo de accion de drogas psicotropicas se han realizado preferentemente
en animales macho, con la razéon basica de evitar la complicacion asociada al ciclo
hormonal femenino. De este modo, algunas de las teorias sobre el modo de accioén de los
antidepresivos se basaban en los resultados provenientes de estudios realizados
exclusivamente en machos. Pero recientemente se han encontrado diferencias de sexo en la
respuesta de hombres y mujeres a diversos fArmacos antidepresivos y en la farmacocinética
de diversas drogas psicotropicas, por ejemplo los niveles plasmaticos de fluvoxamina y
sertralina son un 40 % menores en el hombre que en la mujer. Ademas el antidepresivo
triciclico amitriptalina produce, a igual dosis, mayores niveles plasmaticos en mujeres que
en hombres, y se ha visto que la vida media de otro triciclico, la imipramina, es mayor en
mujeres que en hombres, sin mostrar interacciones con los niveles de hormonas sexuales
(Hrdina, 2000). Sin embargo, estos datos parecen contradictorios con aquellos estudios que
apuntan que los hombres se benefician mas de loa antidepresivos triciclicos mientras que
las mujeres responden mejor a los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina
(Kornstein et al., 2000), lo cual indica la necesidad cada vez mas acusada de realizar los
estudios basicos y preclinicos con individuos de los dos sexos, y de hecho, durante la
ultima década en un nimero creciente de trabajos se ha incluido el sexo como variable

basica en los estudios. La identificacién de factores bioldgicos, genéticos y ambientales
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relacionados con la regulacion de los diferentes neurotransmisores y sistemas neuronales
permitiran avanzar en el entendimiento de estas diferencias sexuales en conducta normal y
enfermedades psiquiatricas, asi como en la mejora de diagndsticos y la creacion de

tratamientos especificos.

3. EFECTOS DIFERENCIALES DEL EA EN FUNCION DEL SEXO

Ya comentamos en apartados anteriores que el tratamiento de EA provoca una serie de
cambios a nivel neuromorfoloégico y neuroquimico que se traducen en mejoras en
aprendizaje y memoria y en otros efectos sobre una gran variedad de parametros
conductuales en los animales. De nuevo, la mayor parte de los datos disponibles provienen
de estudios realizados en machos, de manera que existen pocos estudios en los que se haya
examinado las influencias del enriquecimiento ambiental en los dos sexos. En algunos de
estos trabajos ya hay indicios de que el enriquecimiento puede afectar de forma distinta a
machos y hembras. A nivel morfologico, Juraska (1984) encontr6 que la corteza cerebral de
ratas macho y hembra respondia de forma diferente al EA, observando que los machos
enriquecidos presentaban un aumento de estructuras dendriticas en las neuronas piramidales
y estrelladas de la corteza visual en comparacion con las hembras enriquecidas; por el
contrario, las hembras enriquecidas presentaban una mayor complejidad dendritica que los
machos en las neuronas del giro dentado del hipocampo. Diamond (2001) describié que el
enriquecimiento producia un aumento mayor en el grosor de la corteza occipital en los
machos, mientras que en las hembras este cambio era mas importante en la corteza
somatosensorial; estos resultados no estaban mediados por la accioén de la testosterona ya
que en animales castrados se observaba el mismo patron. Kolb y sus colaboradores (2003)
describieron diferencias de sexo cualitativas en la arborizacion dendritica de la corteza
cerebral de las ratas: cuando el EA fue administrado durante la infancia, adultez o vejez, se
observd un incremento en la longitud de las dendritas de la corteza visual y parietal de los
machos, en cambio, este efecto solo se vio reproducido en hembras enriquecidas durante la
edad adulta. En los cerebros de las hembras enriquecidas durante la infancia no aparecid
ningin cambio en la corteza occipital y s6lo se observo un ligero incremento en la longitud
de las dendritas apicales de la corteza parietal.

En estudios conductuales también se han observado algunos efectos diferentes dependiendo

del sexo del animal. Tees (1999) encontrd que el EA mejor6 por igual la ejecucion de ratas
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macho y hembra en la tarea de reconocimiento de objetos y afecté de la misma manera la
conducta en el campo abiertos de los dos sexos, mientras que el enriquecimiento so6lo
aumento el aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris (MWM) en los machos.
En un experimento realizado con ratones TS65Dn, un modelo animal de Sindrome de
Down, se obtuvo un efecto diferencial opuesto, de manera que el enriquecimiento mejor6 la
ejecucion en el MWM de las hembras pero no afectd el rendimiento de los machos
(Martinez-Cué et al., 2002). Wagner et al. (2002) mostraron que el EA mejoraba la
recuperacion tras traumatismo cerebral en los machos pero no en las hembras lesionadas, en
una tarea de orientacion de aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris 14 dias
después de la lesion. En otro estudio, estos mismos autores observaron que a nivel
neuroquimico el traumatismo cerebral producia una disminucién del transportador de la
dopamina (DAT) en el estriado y la corteza ipsilateral a la lesion en machos y hembras,
pero el tratamiento de enriquecimiento afecté negativamente a las hembras provocando una
mayor disminucion del DAT (Wagner et al., 2005). Chen y sus colaboradores (2005)
observaron que tras la lesion cerebral los machos presentaban un aumento cortical de
BDNF, mientras que en las hembras no se alteraron estos niveles en la corteza pero si
aumentaron en el hipocampo contralateral a la lesion. En este caso el EA no tuvo efecto en
los machos, mientras que las hembras enriquecidas también presentaron un aumento en los
niveles de BDNF en el hipocampo ipsilateral a la lesién, mostrando por tanto un patréon
diferente de recuperacion en el que estaban interviniendo diferentes estructuras. Estos
resultados relacionados con la recuperacion de traumatismos podrian tener una gran
repercusion en el estudio de intervenciones en humanos, que deberian disefarse
especificamente para hombres o mujeres.

Por otro lado, los requerimientos experimentales conllevan a menudo la implantacion de
canulas a los animales, de manera que los sujetos deben mantenerse en jaulas individuales
necesariamente. Se ha visto que si a estos animales se les enriquece el ambiente mediante la
introduccion de diferentes objetos en las jaulas se obtienen resultados diferenciales en
funcion del sexo. Asi, Belz et al. (2003) mostraron que, globalmente, estos animales
aislados enriquecidos presentaban niveles basales de ACTH y corticosterona inferiores a los
de los animales aislados no enriquecidos; no obstante, inmediatamente después de una
experiencia de estrés medio como recibir una inyeccidén intraperitoneal de salino, las

hembras aisladas enriquecidas presentaban niveles inferiores de ACTH que los machos
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aislados enriquecidos, sugiriendo que el enriquecimiento producia un efecto de
disiminucién de la respuesta hormonal al estrés superior en hembras que en machos.

Otro tipo de intervenciones como estabular a los animales en grupos superpoblados,
también afecta de forma diferente a machos y hembras; de manera que los machos
presentan un nivel de corticosterona basal mayor que las hembras en una condicion de
hacinamiento; en cambio, las hembras muestran niveles de corticosterona mayores que los
machos en una condiciéon de aislamiento social en ambientes empobrecidos (Brown y
Grunberg, 1995).

A nivel conductual, ratas macho y hembra también responden diferente ante
procedimientos de estrés medio cronico, como el utilizado en el estudio de Dalla et al.
(2005), en el que exponian a las ratas durante dos veces al dia a diferentes estresores:
privacion de agua o comida, iluminacidon estroboscopica, iluminaciéon intermitente,
inclinacion de la jaula, suelo de la jaula mojado, etc. El impacto de este procedimiento en
parametros conductuales, actividad serotoninérgica y niveles de corticosterona fue
dependiente del sexo. Globalmente, las hembras fueron mas vulnerables a este tipo de
estrés medio cronico que los machos, algunas conductas parecieron mas afectadas en las
hembras, quienes mostraron una disminuciéon de la conducta exploratoria, asi como una
disminucién en el consumo de glucosa y de la actividad serotoninérgica en el hipocampo y
el hipotdlamo, junto con una elevacion de los niveles de corticosterona basales y una
desincronizacion del ciclo de estro. Por el contrario, los machos mostraron Unicamente
cambios en pardmetros conductuales pero no mostraron alteraciones bioquimicas. Cuando a
estos animales se les sometid a un estrés agudo, como la prueba de natacién forzada, las
hembras estresadas presentaron una estrategia de afrontamiento mdas activa y realizaron
menos conducta pasiva lo que indico una mejor respuesta ante este tipo de estrés agudo,
igualmente presentaron una mayor actividad serotoninérgica hipotaldmia en respuesta al
estrés respecto al grupo de machos estresados, que mostré signos de sintomatologia
depresiva mas pronto y un mayor aumento de corticosterona ante la prueba de natacion
forzada (Dalla et al., 2005). En el estudio de Welberg et al. (2006) también se encontr6é que
un tratamiento de enriquecimiento pre-y-postnatal afecté de forma diferente la respuesta del
eje HPA en machos y hembras que habian sufrido estrés crénico. A nivel neurobiologico,
se ha visto que el estrés cronico induce dafio hipocampal (atrofia dendritica y pérdida de
células piramidales) en machos pero no en ratas hembra (McEwen, 2000), y el estrés agudo

aumenta las espinas dendriticas en el hipocampo en ratas macho y las disminuye en
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hembras (Shors et al., 2001). También se encontraron efectos diferenciales del tratamiento
de EA de 30 dias de duracién en la respuesta de ratas macho y hembra ante la exposicion a
un depredador. Asi, mientras que el EA disminuyo las reacciones defensivas de ansiedad en
ratas de ambos sexos medidas como el tiempo de permanencia cerca del depredador, se
encontraron efectos diferenciales con respecto a la conducta de petrificacion de manera que
las hembras enriquecidas realizaron menos conducta de petrificacion con respecto a las
hembras control sin que se observaran diferencias entre los dos grupos de machos (Klein et

al., 1994).

4. OBJETIVOS GENERALES

Tal y como se ha descrito en la introduccidn, las experiencias ambientales juegan un papel
clave en la determinaciéon de los fenotipos conductuales, y la crianza en ambientes
enriquecidos es una de las experiencias con mas efectos descritos sobre el desarrollo del
sistema nervioso y con mas repercusiones en las habilidades cognitivas y en la conducta de
los animales de laboratorio. No obstante, la gran cantidad de informacion de que
disponemos acerca de los efectos del EA proviene de estudios realizados con sujetos
macho, aunque algunas investigaciones han descrito efectos diferenciales del
enriquecimiento en funcién del sexo del animal. Por otro lado, el hecho de que en humanos
haya diferencias de sexo importantes en la prevalencia o la severidad de algunas
psicopatologias como los trastornos de ansiedad, la depresion, la esquizofrenia o la
conducta adictiva, o que en algunos ensayos clinicos se haya demostrado que también hay
diferencias de sexo en la efectividad de algunos tratamientos farmacoldgicos, justifica cada
vez mas el interés de incluir a las hembras en los disefios experimentales.

En base a todo ello, el primer objetivo general del presente trabajo es estudiar los efectos
del EA en una bateria de pruebas conductuales que modelen aspectos emocionales,
cognitivos, sociales y de otras funciones con el fin de aportar una visién general y mas
completa sobre los efectos de este tratamiento en ratas macho y hembra.

Un segundo objetivo derivado del primero es comprobar si los efectos del EA en machos y
hembras van siempre en la misma direccion o, por el contrario, difieren en alguno de los
paradigmas estudiados.

Y en tercer lugar, nos proponemos comprobar también si los efectos del EA ‘per se’ son

consistentes a lo largo de las diferentes pruebas estudiadas. Esto es, si bien es cierto que un
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porcentaje alto de articulos publicados sobre los efectos del EA describen efectos
‘beneficiosos’ del tratamiento en una amplia gama de tareas de aprendizaje especialmente,
cabe preguntarse si este perfil se mantiene en relacion a diferentes funciones cognitivas o
en relacion a diferentes sintomas psicopatologicos.

Estos objetivos generales se abordan a través de dos bloques experimentales en los cuales
se concretan puntualmente los objetivos mas especificos. El primer bloque contiene dos
estudios en donde se evaltian los efectos del EA en pruebas de exploracion y memoria
social, reactividad emocional, aprendizaje y mecanismos atencionales. El segundo bloque
experimental incluye el tercer estudio destinado mayormente a evaluar los efectos del EA
en la conducta operante de autoadministracion de cocaina, utilizando el paradigma de

autoadministracion intravenosa.
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1. INTRODUCCION

1.1. Interaccion y memoria social

La habilidad para reconocer a los miembros de una misma especie es el fundamento de
todas las relaciones sociales en los mamiferos, incluyendo el reconocimiento entre
miembros de una misma familia, el de la progenie, y el de otros miembros del grupo para el
establecimiento de jerarquias. Todos estos procesos requieren discriminacion social:
mientras que en humanos el reconocimiento de individuos se basa en pistas visuales y
auditivas, en otras especies, como en el caso de los roedores, la sefial que recoge el animal
para formar este tipo de memoria social es basicamente olfativa. Los roedores tienen dos
vias para captar este tipo de informacion: el sistema olfativo que capta olores o sustancias
volatiles y el vomeronasal, que detecta feromonas o sustancias no volatiles. De entre las
pruebas conductuales utilizadas para investigar procesos de memoria en ratas, el
procedimiento de Discriminacion Social (DS) es uno de los paradigmas mas interesantes
por su simplicidad y relevancia etologica (Engelmann et al., 1995). Este modelo
experimental se basa en las capacidades de discriminacion olfativa de los roedores y tiene
la ventaja de que, debido a la tendencia innata del animal por investigar a sus congéneres,
no utiliza ningln tipo de estimulo artificial. En el paradigma de la DS generalmente el
animal adulto es expuesto a un juvenil, y tras cierto intervalo de tiempo se le presenta
simultaneamente el mismo animal y uno nuevo. La reduccién de la investigacion por parte
de la rata adulta hacia el juvenil conocido en la segunda exposicion nos dara un indice de
retencion (Thor y Holloway, 1982; Ferguson et al., 2002).

Las vias implicadas en el reconocimiento social presentan dimorfismo sexual y son
altamente sensibles a los efectos de esteroides sexuales, por lo que podemos esperar
diferencias de sexo en este paradigma (Bielsky y Young, 2004). Por ejemplo, las hembras
mostraron menores niveles de comportamiento social investigador (Bluthe y Dantzer, 1990;
Engelmann et al.,, 1998; Liebsch et al., 1998), pero retuvieron las respuestas de
reconocimiento durante un tiempo significativamente mayor que los machos, presentando
memoria hasta 180 minutos después de la primera presentacion, mientras que los machos

ya no mostraron reconocimiento a los 90 minutos (Bluthe y Dantzer, 1990).
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Este paradigma de memoria en roedores ha sido utilizado para el estudio de mecanismos
basicos subyacentes al reconocimiento social, como la vasopresina o la oxcitocina (Dluzen
et al., 1998a,b; Reijmers et al., 2001a), asi como para evaluar el efecto facilitador o
inhibidor de la memoria de diversas sustancias, como por ejemplo el etanol, por lo que ha
resultado ser un buen paradigma para el estudio de la memoria a corto plazo (Prediger y
Takahashi, 2003). No obstante, las investigaciones encaminadas a probar los efectos de
intervenciones conductuales en este paradigma son escasas, aun cuando se ha comprobado
que las experiencias ambientales tempranas pueden afectar a este tipo de memoria. Un
ejemplo de ello nos lo ofrece el paradigma de la derrota social, un tipo de procedimiento
inductor de estrés, que consiste introducir una rata dominante y agresiva dentro de la jaula
donde esta la rata a la que se quiere someter a la ‘derrota social’, esta rata se sentird en
peligro y mostrara conductas de freezing y de sumision hacia la rata intrusa. Se ha visto
que, en ratas wistar macho la induccién de este tipo de estrés una vez al dia durante 5 dias,
empeord de forma duradera (hasta 8 semanas después de la exposicion) la memoria olfativa
de los sujetos (Reijmers et al., 2001b). Aunque, en otro experimento utilizando un tnico
episodio de derrota social, tras lo cual se realizo la medida de reconocimiento social, se
produjo una mejora en la memoria social de ratas hembra (Penka et al., 2004).
Probablemente, la inconsistencia de estos resultados se deba a que en el primer experimento
el procedimiento produjo un tipo de estrés cronico mientras que en el segundo el estrés fue
administrado en una tUnica sesion, ademds en el primer estudio se utilizaron animales
macho mientras que el segundo se realizd con sujetos hembra, que pueden presentar una
distinta reactividad ante la situacion de derrota social. Otro tratamiento de intervencion
temprana, como es la Exposicion Postnatal a la Novedad, un procedimiento derivado del
Handling Postnatal (Levine, 1957) y que consisti6 en la exposicion durante las tres
primeras semanas de vida de las ratas a un ambiente nuevo (jaula nueva) durante 3 minutos
diarios, ha producido efectos beneficiosos aumentando la duracién de la memoria social
hasta 24 horas (Tang et al., 2003).

El paradigma de la Discriminacion Social, ademas de ser un procedimiento eficaz para el
estudio de la memoria a corto plazo, también permite observar la conducta social ‘per se’.
Debido a la naturaleza social de la rata, podria esperarse que algunos aspectos de la
interaccion social se vean afectados por las manipulaciones en el ambiente de crianza. A
pesar de la plausibilidad de esta hipotesis, escasos trabajos se han dedicado a examinar los

efectos del enriquecimiento en los patrones de interaccion social de los animales. Juraska y
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Meyer (1986) encontraron que machos y hembras enriquecidas interaccionaban con el
ambiente de una forma muy parecida, dedicando mas tiempo a interactuar con los objetos
de su ambiente que a las interacciones sociales. Por ejemplo, se ha indicado que el
aislamiento social repercute negativamente en los animales, aumentando las conductas
agresivas (Baenninger, 1967). En el estudio de Renner y Rosenzweig (1986b) no se
encontraron diferencias en interaccion social entre animales enriquecidos respecto a los
aislados. Sin embargo, seria preciso estudiar el comportamiento social de animales
enriquecidos comparandolos con un grupo control social, que evite los efectos indeseados

que el aislamiento social produce sobre la conducta.

1.2. Exploracion y respuesta emocional

En este apartado se describen los efectos del EA en conducta exploratoria y reactividad
emocional. La informacion se ha organizado en tres apartados en base a las pruebas
utilizadas en el programa experimental: laberinto elevado en cruz, respuesta de sobresalto y
respuesta hormonal del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) ante una situacion de
novedad. En cada uno de estos apartados se incluye también una parte donde se repasan los
efectos diferenciales del sexo que algunos tratamientos ambientales producen en
parametros conductuales o fisiologicos relacionados con la ansiedad o la reactividad

emocional.

1.2.1. Laberinto elevado en cruz

El laberinto elevado en cruz (EPM) es uno de los modelos mas ampliamente utilizados para
el estudio de la ansiedad incondicionada y ha sido bien caracterizado y validado etoldgica y
farmacologicamente (Pellow y File, 1986; Rodgers y Dalvi, 1997). Se considera que la
conducta en los brazos abiertos del laberinto indica niveles de ansiedad bajos. Los
ansioliticos, como las benzodiacepinas y dosis bajas de alcohol aumentan la conducta en los
brazos abiertos y los farmacos ansiogénicos la disminuyen (Pellow y File, 1986). Algunos
autores observan que el enriquecimiento provoca un incremento en el tiempo y el nimero
de entradas en los brazos abiertos (Fernandez-Teruel et al.,1997; Benaroya-Milshtein et al.,
2004; Friske y Gammie, 2005; Schneider et al., 2006), aunque otros no encuentran efectos

tan claros en estas medidas clasicas (Roy et al., 2001), e incluso un estudio reciente en
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ratones muestra que los enriquecidos realizaron menos entradas y permanecieron menos
tiempo en los brazos abiertos del laberinto comparados con los control (Zhu et al., 2006).

Se han documentado ampliamente diferencias de sexo en la conducta emotiva en ratas, y se
ha visto que los machos realizan mas defecaciones que las hembras y recorren una distancia
menor en el campo abierto, lo cual parece indicar que las ratas macho son mas temerosas
(Aguilar et al., 2003). Estudios que utilizan otros tipos de situaciones aversivas proveen un
mayor soporte a la hipotesis de una mayor ansiedad en los machos comparados con las
hembras, ellos presentan una menor frecuencia de entradas en los brazos abiertos del
laberinto elevado en cruz (Johnston y File, 1991), mayores reacciones ante estrés agudo
(Steenbergen et al., 1991), y peor ejecucion en la respuesta de huida ante shock eléctrico
inescapable y en la evitacion activa en dos sentidos (Saavedra et al., 1990; Steenbergen et

al., 1990).

1.2.2. Respuesta de sobresalto

Este paradigma experimental permite evaluar la reactividad emocional a través de la
respuesta de sobresalto que emite el sujeto cuando se enfrenta a un estimulo aversivo agudo
y muy breve, como un ruido fuerte o un estimulo luminoso. Esta variable es muy utilizada
puesto que puede ser medida repetidamente en animales y humanos con lo que se obtienen
resultados paralelos. La respuesta de sobresalto actstica (ASR) provocada por un estimulo
auditivo intenso e inesperado se encuentra aumentada en pacientes con trastornos de
ansiedad (Koch, 1999) o en sujetos que observan imagenes aversivas (Lang et al., 1990),
por lo que se encuentra afectada por el estado emocional del individuo, y se ha implicado el
estrés como un factor causal de las alteraciones en esta respuesta (Faraday et al., 1999).

En el paradigma de la respuesta de sobresalto ante una sefal acustica, la rata es situada en
un aparato que mide sus movimientos y se le administra una serie de sonidos de alta
intensidad que provocan una respuesta automatica de sobresalto, quedando grabada la
intensidad de la respuesta que provoca cada estimulo. Mediante esta prueba podemos medir
la intensidad de la respuesta de sobresalto de la rata y la habituacion a este estimulo
aversivo (Varty et al., 2000; Schneider et al., 2006).

Los efectos del EA en el ASR son contradictorios. En el estudio efctuado por Geyer y sus
colaboradores (1993) el aislamiento social produjo un déficit en la habituacion de la

respuesta de sobresalto, Contrariamente, el estudio de Varty y colaboradores (2000), en el
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que se utilizaron ratas Sprague-Dawley, las ratas enriquecidas y las que sufrieron
aislamiento social mostraron niveles mayores de respuesta de sobresalto comparadas con
las ratas control estabuladas en grupos, pero todos los grupos mostraron niveles similares
de habituacion al estimulo de sobresalto. Mientras que Schneider et al. (2006), no hallaron
diferencias en funcion del tratamiento de EA en otro estudio con ratas Wistar.

Al igual que con el tratamiento de EA otras intervenciones ambientales presentan
inconsistencias en cuanto a los resultados en respuesta de sobresalto, por ejemplo la
separacion maternal, que consistio en separar a las crias de la madre durante una hora al dia
desde el dia 2 al 11, aumentd la respuesta de sobresalto y evitoé la habituacion en ratas
(Finamore y Port 2000), o no produjo ningin efecto (Lehmann et al., 2000). Ademas,
ratones transgénicos CRH-OE 2122 que sobreexpresan la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) presentan una respuesta de sobresalto menor que los ratones control.
La CRH juega un importante papel en la respuesta del organismo ante una variedad de
estimulos estresantes, ya que coordina las respuestas neuroendocrinas, autonomicas,
inmunolégicas y conductuales del estrés (Koob et al., 1993; Lowry y Moore, 2006), y la
hiperactivacion crénica de CRH se ha implicado en trastornos relacionados en el estrés y
trastornos afectivos como la depresion en humanos (Arborelius et al., 1999). Este estudio
parece indicar que el exceso de hormonas de estrés (que simularia la situacién de estrés
cronico) podria reducir la reactividad conductual en ratas (Dirks et al., 2002). Aunque otros
estudios muestran que el estrés cronico aumenta la respuesta de sobresalto (Servatius et al.,
2005) y otros no encuentran diferencias en la respuesta de sobresalto tras la exposicion a
estrés cronico (Sipos et al., 2000).

En cuanto a diferencias de sexo, los resultados tampoco son concluyentes, estudios con
humanos reportan resultados contradictorios y ademas encuentran que entre sujetos sanos
se produce una gran variabilidad en las respuestas de sobresalto (Ludewig et al., 2003).
Kofler et al. (2001) reportaron menores magnitudes de respuesta de sobresalto en hombres
respecto a las mujeres, mientras que Swerdlow et al. (1993) no encontraron diferencias de
sexo en la respuesta de sobresalto, al igual que el estudio de Ludewig et al (2003) donde
tampoco se encontraron diferencias de sexo en la respuesta de sobresalto. Estudios con
animales de laboratorio tampoco muestran resultados consistentes, algunos estudios con
ratas Wistar y Sprague-Dawley apuntan a que la respuesta de sobresalto es mayor en

machos que en hembras (Lehmann et al., 2000; Aguilar et al., 2003), aunque otros estudios
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con ratas tampoco encuentran diferencias de sexos en la respuesta de sobresalto (Faraday et

al., 1999; Borrell et al 2002).

1.2.3. Respuesta hormonal del eje HPA

En cuanto a las influencias del EA en los niveles basales de las hormonas ACTH vy
corticosterona, asi como en la activacion del eje Hipotalamo-Pituitario-Adrenal (HPA) en
respuesta a una situacion de novedad o de estrés, los resultados no son consistentes, aunque
en general parecen indicar una disminucion en la reactividad emocional y una mayor
adaptacion ante estimulos estresantes (para revision ver Fox et al., 2006).

Belz et al (2003) vieron que animales enriquecidos estabulados individualmente mostraron
niveles basales mas bajos de ACTH vy corticosterona que los animales aislados no
enriquecidos. En este experimento aparecieron diferencias de sexo: ante una situacion de
estrés intermedio como es una inyeccion de salino, la respuesta de ACTH fue menor en las
hembras enriquecidas respecto a los machos enriquecidos. Generalmente las hembras
presentan valores hormonales mas elevados que los machos en relacion al eje HPA, tanto
los correspondientes a niveles basales como en respuesta a un estrés agudo (Rhodes y
Rubin, 1999; Rhodes et al., 2002). Recientemente, Welberg et al. (2006) han estudiado los
efectos del EA administrado muy tempranamente, para ello estabularon ratas hembra en
condiciones de enriquecimiento moderado durante el embarazo, y las mantuvieron en estas
condiciones durante toda la lactancia, hasta el destete. Posteriormente la descendencia fue
sometida a estrés cronico durante la edad adulta entre los dias 60-80 postnatales,
consistente en la estabulacion de los animales en situaciones de luz constante. Tras este
procedimiento los autores no observaron diferencias basales ni en respuesta al estrés agudo
entre los machos enriquecidos y control, el estrés cronico aument6 los niveles de CORT
basal en las hembras control pero no se observaron cambios en las hembras enriquecidas.
Sin embargo, cuando fueron sometidas a un estrés agudo (consistente en la administracion
de golpes de aire a presion en la cabeza) las hembras no enriquecidas que habian sufrido
estrés cronico presentaron una respuesta disminuida de ACTH en comparacion al grupo de
hembras enriquecidas (Welberg et al., 2006).

A diferencia de otros estudios que muestran mayores efectos en machos que en hembras

(Juraska, 1984; Elliott y Grunberg, 2005) estos estudios parecen mostrar una mayor
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sensibilidad de las ratas hembra a los efectos de las influencias ambientales tempranas en
medidas de reactividad emocional (Fox et al., 2006).

Por otro lado, se ha visto que ratas macho enriquecidas comparadas con aisladas mostraron
niveles similares de ACTH y corticosterona tanto basales como en respuesta a un estrés
agudo por inmovilizacién de 20 minutos (Schrijver et al., 2002). El EA también reduce la
reactividad ante estrés agudo de mediana intensidad como es el handling restrictivo durante
40 minutos, del sistema colinérgico pero no dopaminérgico en la corteza prefrontal
comparados con los animales control aislados (Del arco et al., 2007b). Ratones macho
criados en condiciones de EA presentan una menor respuesta de corticosterona ante una
situacion de estrés agudo por exposicion a un olor de depredador comparados con los
ratones estabulados de forma estandar (Roy et al., 2001).

Ademas, otros estudios han encontrado efectos significativos de disminuciéon de la
reactividad del eje HPA mediante el tratamiento de EA. Por ejemplo, el EA administrado a
ratas macho durante la adolescencia reverti6 las alteraciones causadas por el estrés prenatal
en la respuesta hormonal tras la aplicacion de estrés agudo por inmovilizacion. Es decir, no
se observaron diferencias entre los animales ‘naive’ enriquecidos y no enriquecidos, pero
en cambio el enriquecimiento disminuyd la respuesta de corticosterona tras la
inmovilizacién en los grupos que habian sufrido estrés prenatal, por lo que parecio ejercer
papel protector ante los efectos perjudiciales que provoca el estrés prenatal (Morley-
Fletcher et al., 2003).

En el estudio de Francis et al. (2002) también se observaron efectos beneficiosos del EA en
sujetos que habian recibido estrés juvenil mediante el procedimiento de separacion
maternal.

En roedores, la separacion maternal postnatal se ha utilizado como modelos de los efectos
de las experiencias adversas tempranas, y se ha visto que produce un aumento en las
conductas de ansiedad en la etapa adulta en paradigmas conductuales como el laberinto
elevado en cruz y el test de interaccion social (Kalinichev et al., 2002, Wigger y Neumann
1999). Aunque la separacion maternal produce efectos negativos a largo plazo en los
sujetos, el tratamiento de handling postnatal ha mostrado ejercer efectos beneficiosos de
disminucién de la ansiedad en ratas (Fernandez-Teruel et al 1997). La diferencia entre
ambas aproximaciones es que en el Handling Postnatal las separaciones de la cria son
breves (3-20 minutos) y ademas de la estimulacion fisica por parte del experimentador,

parecen existir otros factores, como el aumento en las conductas maternales cuando el
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animal se devuelve a la jaula o la hipotermia a la que se exponen las crias durante las
sesiones de handling (Chapillon et al., 2002) que benefician al sujeto, en cambio, en la
separacion maternal se producen periodos de tiempo mas prolongados de privacion
maternal (varias horas) que produce efectos perjudiciales para la cria. En este estudio, los
grupos que habian experimentado separacion maternal pero que habian recibido
enriquecimiento mostraron una disminucion del incremento de corticosterona tras estrés por
inmovilizacion comparados con los grupos que no habian recibido enriquecimiento. En este
caso el EA contrarrestd los efectos negativos del procedimiento de separacion maternal en

la activacion del eje HPA (Francis et al., 2002).

1.3. Evaluacion de la atencion y del filtraje sensoriomotor

La atencién y el procesamiento de estimulos son componentes fundamentales en muchas
conductas, tanto simples como complejas. De hecho, déficits en atencion o en la habilidad
de detectar estimulos relevantes y descartar los no relevantes es un fenémeno central en
trastornos cognitivos tales como la esquizofrenia, el trastorno por déficit de atencion o la
demencia (Ellenbroek, 2004). La atencién no es un constructo unitario sino que puede
dividirse en diferentes tipos, incluyendo la alerta o atencidon sostenida, la atencion dividida
y la atencion selectiva. De todas formas la habilidad para responder a ciertos estimulos y
descartar la informacion no relevante es central en todos los tipos de atencién (Lovic y
Fleming 2004).

En los primeros estadios del procesamiento de la informacion se llevan a cabo procesos
automaticos o pre-atencionales que no llegan a la conciencia. Generalmente estos procesos
ocurren durante los primeros 100 ms tras la presentacion del estimulo (Ellenbroek, 2004).
Uno de los paradigmas desarrollados para el estudio de estos procesos automaticos o pre-
atencionales es el de la inhibicién prepulso de la respuesta de sobresalto (‘prepulse
inhibition” o PPI). Debido a que se pueden utilizar pardmetros estimulares muy similares en
estudios con animales y humanos se considera que la inhibicion prepulso representa una
buen modelo en el estudio de los mecanismos neurales que subyacen a la disfuncion de los
filtros atencionales (Swerdlow et al., 1994; Borrell et al., 2002).

La respuesta de sobresalto es la reaccion corporal o muscular del organismo ante un
estimulo tactil, visual o acustico inesperado y el PPI es la reduccion de la respuesta de

sobresalto que se observa si un estimulo débil o prepulso es presentado justo antes (30-300

62



Primer bloque experimental

ms) del estimulo que provoca la respuesta de sobresalto. La reduccion o inhibicion de la
respuesta de sobresalto cuando un estimulo débil se presenta inmediatamente antes del
estimulo de sobresalto parece deberse a un mecanismo de inhibicion pre-atencional en
respuesta a estimulos sensoriales que serviria para proteger los primeros estadios de
procesamiento de informacion. De este modo, el cerebro evaluaria el estimulo prepulso y
no procesaria el estimulo de sobresalto, lo cual produciria una reduccién de la respuesta. El
fenomeno de PPI nos proporciona una medida funcional de los mecanismos atencionales
automaticos subyacentes a la inhibicion de la respuesta conductual observada (Lovic y
Fleming, 2004).

Pacientes con esquizofrenia presentan un déficit en este filtro sensoriomotor y exhiben
niveles reducidos de inhibicién prepulso comparados con los sujetos control (Braff et al.,
1999), asi como familiares de esquizofrénicos (Cadenhead et al., 2000) y lo mismo ocurre
en otros trastornos psiquidtricos como el trastorno obsesivo-compulsivo (Swerdlow et al.,
1993), el sindrome de Tourette (Swerdlow y Sutherland, 2005), en pacientes con trastorno
de déficit de atencion con hiperactividad y enuresis, sujetos con trastorno de personalidad
esquizotipica (Cadenhead et al., 2000), y algunos estudios también reportan un déficit de
PPI en el trastorno por estrés post-traumatico (Swerdlow et al., 2000)

De acuerdo con las hipdtesis neuroquimicas de la esquizofrenia, manipulaciones
farmacolodgicas de los sistemas dopaminérgico, serotoninérgico y glutamatérgico empeoran
el PPI en ratas, y estas alteraciones son revertidas con antipsicoticos (Swerdlow et al.,
1994); asi por ejemplo, se ha visto que el PPI empeora mediante agonistas dopaminérgicos
como la apomorfina o la anfetamina (Geyer et al., 2001) y que el sistema serotoninérgico
modula el PPI mediante multiples receptores y sistemas anatomicos (Sipes y Geyer, 1997,
Geyer et al., 2001) y la administracion de antagonistas NMDA como la dizolcipina o la
fenciclidina también producen déficit de PPI (Swerdlow y Geyer 1998; Geyer et al., 2001).
Otras formas de modelar los déficit de PPI en animales se basan en intervenciones
ambientales. El paradigma de aislamiento social se ha utilizado como un método no
farmacologico inductor de algunas alteraciones presentes en la esquizofrenia, como el
déficit en ppi, y también se utiliza para el screening de drogas antipsicoticas. Ademas, los
déficit en inhibicion prepulso que presentan estas ratas son revertidos con antipsicoticos
(Swerdlow et al., 1994). En ratas que han sido criadas de forma aislada se observan estos
déficit de inhibicion prepulso comparadas con las ratas control estabuladas en grupos de

tres (Varty et al., 2000). La privacién maternal postnatal también se ha utilizado como

63



Primer bloque experimental

paradigma inductor de déficits en PPI (Ellenbroek y Cools, 2002), por ejemplo, ratas
criadas en un ambiente artificial desde el nacimiento (aisladas, sin contacto materno y
alimentadas mediante sondas gastricas) también muestran un PPI inferior a las del grupo
control estandar (Lovic y Fleming, 2004).

Ademas, manipulaciones de los circuitos neurales que conectan el hipocampo (Caine et al.,
1991), el nacleo accumbens (Swerdlow et al., 2000), el nucleo pedunculopontino
(Swerdlow y Geyer, 1993), la corteza entorrinal y la amigdala (Daenen et al., 2003)
también provocan alteraciones en la inhibicion prepulso.

Como vemos, las aproximaciones utilizadas en el estudio de los procesos pre-atencionales
involucrados en los déficits de PPI han utilizado ademas de aproximaciones farmacologicas
y neuroanatdmicas, intervenciones ambientales encaminadas a reproducir los deficits de
PPI, pero pocos han sido los estudios encaminados a aumentar las habilidades de PPI. Por
ejemplo, un estudio encontré6 que el handling diario de los animales era suficiente para
revertir los déficit de PPI producidos por el aislamiento social en ratas (Krebs-Thomson et
al., 2001). El EA podria ser una forma de mejora de estos filtros atencionales, aunque hasta
ahora el estudio de los efectos del EA en el paradigma de inhibicion prepulso son escasos;
en el estudio de Varty et al (2000) se encontraron niveles similares de inhibicion entre ratas
enriquecidas y controles (estabuladas de forma social), mientras que otros autores
mostraron que el EA atenuo6 hasta en un 30% las alteraciones en PPI que presentaban ratas
expuestas a acido valproico durante la gestacion (modelo de autismo) (Schneider et al.,
20006).

Respecto a si existen diferencias de sexo en PPI los resultados no son consistentes, en
humanos se han encontrado diferencias de PPI en nifios de 8 afios (Ornitz et al., 1991) y en
adultos (Blumenthal y Gescheider, 1987, Swerdlow et al., 1993) donde las mujeres
presentaban una reduccion en ppi comparadas con los hombres, mientras que en el estudio
de Ludewig et al (2003) no se hallaron diferencias de sexos en inhibicion prepulso entre
individuos adultos ni viejos. Y los resultados provenientes de estudios con roedores
obtienen también diferentes resultados, mientras que Swerlow et al. (1993) no encontrd
diferencias de sexo ratas, otros estudios han mostrado que los machos suelen presentar

mayores niveles de PPI que las hembras (Faraday et al., 1999; Lehmann et al., 2000)
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1.4. Evaluacion de las capacidades de aprendizaje y memoria: el Laberinto Hebb-

Williams

El laberinto Hebb-Williams (1946, citado en Renner y Rosenzweig, 1987) fue desarrollado
como una prueba para medir ‘inteligencia animal’ que podria compararse, de forma
abstracta, a los tests de inteligencia en humanos. En este laberinto, los animales son
entrenados en un conjunto de 6 problemas hasta que llegan a un criterio de adquisicion y
entonces son enfrentados a una serie de 12 problemas. Para solucionar esta prueba, las
pistas espaciales externas, como las paredes exteriores y los compartimentos de salida y de
meta permanecen constantes, mientras que las barreras internas, que definen la
configuracion de cada problema, cambian diariamente. Para resolver el laberinto se requiere
el uso de la memoria de referencia y de la memoria de trabajo. La posicion del laberinto
dentro de la habitaciéon y la localizacion de los compartimentos de salida y meta
permanecen constantes a lo largo de los 12 problemas (memoria de referencia), mientras
que la localizacion de las barreras internas permanece constante en cada problema pero
cambia con las diferentes configuraciones diarias (memoria de trabajo)(Hoplight et al.,
2001). Ademas de para el estudio de estos dos componentes de la memoria, la utilizacion
del laberinto Hebb-Williams tiene otras ventajas para el estudio comparativo del
aprendizaje y la memoria: consta de problemas de diferente dificultad: animales con
problemas de aprendizaje pueden no mostrar deficits en los problemas faciles, pero
empeoran la ejecucion cuando aumenta la dificultad de los problemas (Stanford y Brown,
2003). Ademas, el andlisis de los errores como una medida del aprendizaje,
independientemente del tiempo en el que el animal resuelve el laberinto elimina el factor de
la habilidad locomotora en el analisis de las capacidades de aprendizaje.

Numerosos estudios han investigado los efectos del enriquecimiento en diversas tareas de
aprendizaje (Renner y Rosenzweig, 1987), inicialmente se utiliz6 el laberinto Hebb-
Williams como prueba de aprendizaje complejo, detectando diferencias entre animales
enriquecidos y aislados, de manera que los primeros mostraban consistentemente una mejor
ejecucion en el laberinto (Forgays y Reid, 1962).

Otros estudios también han mostrado superioridad por parte de las ratas enriquecidas en
esta prueba (Forgays y Forgays, 1952; Brown, 1968; Boehm et al., 1996; Galani et al.,
1997; Winocur, 1998; Hoplight et al., 2001), aunque también se ha encontrado que la

ejecucion en el laberinto se ve mas afectada en las ratas enriquecidas si se rota el laberinto
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(Forgays y Forgays, 1952; Brown, 1968) por lo que se supone que las ratas enriquecidas
utilizan mas pistas externas al laberinto para la solucion de los problemas espaciales.
Ademas, las diferencias inducidas por el EA en la ejecucion del laberinto parecen ser
duraderas, Denenberg et al (1968) mostraron que las diferencias entre animales
enriquecidos y aislados en ratas hembra estuvieron presentes incluso 300 dias después de la
finalizacion del EA. Kobayashi et al (2002) estudiaron los efectos del EA administrado en
diferentes momentos temporales y con diferentes duraciones en el laberinto Hebb-Williams
en comparacion con ratas estabuladas en grupos de 3 individuos de forma estandar. Por un
lado, algunas ratas fueron enriquecidas desde el destete hasta los 2,5 meses, 15 meses o 25
meses, y otros grupos de ratas recibieron 3 meses de enriquecimiento durante la edad adulta
(a los 11 meses) o durante la vejez (a los 22 meses). Los resultados de este estudio
mostraron que 3 meses de enriquecimiento fueron suficientes para aumentar las funciones
cognitivas en la etapa adulta y la vejez. En la edad adulta el enriquecimiento de 3 meses fue
comparable al enriquecimiento administrado desde el destete, mientras que en las ratas
viejas el tratamiento de 3 meses mejord significativamente la ejecucion en el Hebb-
Williams pero en menor medida que la exposicion duradera al enriquecimiento desde el
destete. Winocur (1998), también estudio los efectos del EA en la ejecucion de las ratas en
este laberinto en ratas jovenes y viejas. Encontr6 que ratas viejas estabuladas en
condiciones de aislamiento social durante 3 meses mostraron peor ejecucion el en laberinto
comparadas con ratas viejas que estaban estabuladas de forma social o enriquecida.
Posteriormente, se estudio el efecto de transferir las condiciones ambientales de los sujetos,
y las ratas viejas que fueron transferidas de la situacion de aislamiento a la situacion de
enriquecimiento por 3 meses mostré una mejora en la ejecucion respecto a ratas viejas que
siempre habian vivido en condiciones sociales estandar. El grupo de ratas viejas que fueron
transferidas a la situacion de aislamiento tras el enriquecimiento o la tras la estabulacion
social disminuy6 la ejecucion pero mostraron una mejora respecto a las ratas que habian
vivido en aislamiento por 6 meses. Mientras que las ratas que recibieron 3 meses de
enriquecimiento durante la juventud (a los 6-7 meses de edad) parecieron verse menos
afectadas por las diferencias ambientales y su ejecucion no difirié respecto a los grupos
sociales y aislados. Estos experimentos sugieren que el EA produce efectos beneficiosos en
la mejora cognitiva en el laberinto Hebb-Williams incluso cuando es administrado durante
la vejez, y que el enriquecimiento ambiental protege ante los déficits cognitivos asociados a

la edad y ante la situacion de aislamiento durante la etapa adulta y la vejez.
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Pero los efectos de mejora cognitiva a consecuencia del enriquecimiento también se han
encontrado en ratas con lesiones cerebrales. Asi, se encontrd6 que el enriquecimiento
durante el periodo post-lesion disminuy6 los défits de ejecucion en el Hebb-Williams de las
ratas con lesiones de las proyecciones frimbria-fornix comparadas con las ratas control
estabuladas en grupos de 3 individuos (Kelche et al., 1995), y también disminuyd los
déficits de ratas con lesiones en el hipocampo (Galani et al., 1997).

Algunos estudios también han reportado diferencias de sexo en la ejecucion de laberintos,
mostrando que los machos generalmente presentan una mayor habilidad (Beatty, 1979;
Tees et al., 1999), como por ejemplo en el laberinto radial de 17 brazos, donde los machos
cometieron menos errores que las hembras, aunque las ratas de ambos sexos que habian
recibido EA por 30 dias cometieron menos errores que las ratas aisladas (Seymoure et al.,
1996), aunque no todos los estudios reportan diferencias de sexo en la ejecucion de tareas

espaciales (Juraska, 1984).

1.5. Planteamiento y objetivos especificos

Resumiendo lo expuesto en las secciones anteriores, los efectos del EA en aprendizaje y
memoria parecen ser bastante consistentes. El EA ejerce un papel beneficioso ya que
mejora el aprendizaje de tareas complejas que implican aprendizaje espacial. En cambio, el
papel del enriquecimiento en reactividad emocional, aunque en general apunta a una
disminucién, no estd tan ampliamente descrito y aparecen ciertas inconsistencias. Como
hemos comentado, el enriquecimiento tiene un efecto facilitador de los mecanismos de
memoria, no obstante nada se sabe de los efectos del EA en parametros de memoria social,
aun cuando el factor de crianza social esta directamente relacionado con los efectos
beneficiosos descrito de este tratamiento. Son muy pocos los estudios que han tratado de
investigar los efectos del enriquecimiento en machos y hembras en un mismo experimento,
y normalmente se han centrado en pocas medidas; en este estudio pretendemos realizar una
bateria de pruebas con el fin de tener una visiéon de conjunto sobre varios aspectos de

comportamiento en funcion del tratamiento de EA en machos y hembras.
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Los objetivos especificos del presente estudio son los siguientes:

1) Estudiar los efectos del EA en conducta exploratoria y emotiva de machos y
hembras mediante diversas pruebas que presentan un componente de ansiedad
como la tabla de agujeros, el laberinto elevado en cruz y la respuesta de
sobresalto ante un estimulo acustico y en la respuesta del eje HPA.

i1) Estudiar los efectos del EA en memoria sensorial mediante la prueba de
Discriminacién Social.

iil) Estudiar los efectos del EA en el filtraje sensoriomotor y procesos atencionales
mediante el paradigma de la inhibicion prepulso.

1v) Estudiar los efectos del EA en aprendizaje y memoria espacial mediante el
Laberinto Hebb-Williams.

V) Estudiar si se producen efectos de interaccion entre el tratamiento de EA y el

sexo del animal en cada una de las pruebas utilizadas.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Sujetos

Se utilizaron ratas Spague-Dawley de ambos sexos procedentes del estabulario general de
la Universidad Auténoma de Barcelona, lugar donde se realizaron todos los experimentos
de conducta. Los animales se destetaron a los 21 dias, el dia 23 fueron pesados y
distribuidos en los diferentes grupos experimentales. Las ratas destinadas al tratamiento de
Enriquecimiento Ambiental (EA) se colocaron en grupos de 11-12 machos o 11-14
hembras en jaulas de enriquecimiento (100 x 43 x 50 cm.), mientras que las destinadas a los
grupos control se distribuyeron en grupos de 2 machos o 2-3 hembras en jaulas de
macrolon estandar (50 x 25 x 14 cm.). Los animales en las jaulas de enriquecimiento no
fueron manipulados hasta la finalizacion del tratamiento. Las ratas control permanecieron
en jaulas estandar durante este periodo y fueron manipuladas una vez por semana para la
limpieza de las jaulas. Al finalizar el periodo de EA todos los animales fueron
redistribuidos por parejas que habian recibido el mismo tratamiento y colocados en jaulas

estandar. Las condiciones ambientales de estabulacion de los animales eran de un ciclo de
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luz-oscuridad de 12 horas con comienzo de la luz a las 08:00h. La temperatura se mantenia
constante a 22+2° C y la comida y el agua se administraron ad libitum, excepto durante la
realizacion del laberinto Hebb-Williams. Todas las pruebas se realizaron durante la fase de
luz del ciclo. Los protocolos experimentales han sido aprobados por el Comité de Etica para

la Experimentacion Animal y Humana de la Universidad Auténoma de Barcelona.

2.2. Procedimiento general

2.2.1. Enriquecimiento ambiental (EA)

Para el tratamiento de enriquecimiento ambiental se utilizaron jaulas de acero inoxidable
con una base de 100 x 43 cm. y una altura de 50 cm. La organizacion espacial interior de
estas jaulas se modificaba una vez a la semana creando diferentes estructuras por medio de
tuneles, rampas, ruedas de actividad, cuerdas, puentes, tablas de madera, etc. Ademas se
introducian diversos objetos que se cambiaban cada dos dias, como pelotas, pequefios
mufiecos, objetos de plastico, metal, madera, papel, tela, etc. con variedad de formas,
colores y texturas.

Los animales tenian acceso ilimitado al agua y la comida durante todo el periodo de
enriquecimiento, que en el Estudio I fue de 8 semanas y en el Estudio II de 12. El agua se
suministraba a través de unos biberones colocados en la parte interna de las jaulas. Los
contenedores y la localizacion de la comida variaba semanalmente, se colocaba en
comederos suspendidos de las paredes, en el interior de recipientes cerrados que los
animales debian abrir, en la parte més alta de la jaula. La viruta de las jaulas se cambiaba
dos veces por semana mediante unos contenedores extraibles situados a 2 cm. por debajo de

la base enrejada.

2.2.2. Pruebas

2.2.2.1. Pruebas de Conducta

2.2.2.1.1. Pruebas de exploracion y discriminacion social

Se utiliz6 una caja de madera (60 x 40 x 40 cm.) de color gris claro. Consistio en 2 ensayos
de 5 minutos separados por un intervalo inter-ensayos (ITI) de 30 minutos (Experimentos 1,
2y 7) o de 15 minutos (Experimento 8). En el primer ensayo (T1) se colocaba la rata adulta
en la caja junto con otra rata juvenil macho (Experimentos 1,7 y 8) o hembra (Experimento
2) de 25 dias de edad (juvenil A) y se registraba el tiempo de interaccion de la rata adulta

hacia el juvenil. En el segundo ensayo (T2) se colocaron dos ratas juveniles en la caja: la
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misma que la del ensayo anterior (juvenil A) y otra distinta del mismo sexo (juvenil B), se
registraba entonces el tiempo de interaccion de la rata adulta con los sujetos A y B. Las
conductas de interaccion que se evaluaron fueron las de estar colocado a menos de Icm. de
la otra rata y oler, seguir, inspeccionar alguna parte de su superficie corporal o tener un
contacto directo con ella. Asimismo, también se registraron las interacciones sociales entre
los pares de juveniles. Los animales fueron estabulados individualmente 3 dias antes del
inicio de la prueba y el dia antes se les hizo una sesion de habituacion al aparato de 5
minutos. Los juveniles fueron estabulados en grupos de 3 y se les condujo individualmente
a la sala experimental 20 minutos antes del inicio de la sesién para su marcaje (fueron
marcados en la cabeza o en la cola con rotuladores de diferente color) y habituacion. Los
juveniles permanecieron en la sala experimental durante toda la sesion, mientras que los

animales adultos fueron transportados a la sala de experimentacion durante el ITI.

2.2.2.1.2. Laberinto elevado en cruz

El aparato tiene forma de cruz, y consiste en 2 brazos abiertos de 50 x 10 cm. (sin
paredes), y 2 brazos cerrados de 50 x 10 x 40 cm. situados de forma alternada y con un
cuadrado abierto en el centro de 10 x 10 cm. El laberinto es de madera, pintado de negro y
elevado 50cm. del suelo. Se coloc6 al animal en el centro del laberinto de cara a los brazos
abiertos y durante 5 minutos se midié el nimero de entradas, el tiempo de permanencia y
la distancia recorrida en cada brazo. Como criterio se considerd que la entrada a cada brazo
se debia producir con las cuatro patas. Se interpreta que la conducta en los brazos abiertos
es indicativa del nivel de ansiedad, por tanto, animales menos ansiosos mostrarian un
incremento en el numero de entradas y tiempo de permanencia en los brazos abiertos en

comparacion con animales mas ansiosos.

2.2.2.2.3. Tabla de agujeros

La tabla de agujeros era una caja blanca de madera (66 x 66 x 47cm.) con cuatro agujeros
equidistantes de 3.7 cm. de diametro en el suelo, el cual estaba dividido en 16 cuadrados
iguales con lineas rojas. Debajo de los cuatro agujeros se habian colocado objetos nuevos
para los animales (tierra de diferentes colores y cubos de pléstico), con el objetivo de
estimular la exploracion de los animales. En un ensayo de 5 minutos se midieron: el
numero de exploraciones (numero de veces que el animal introducia la cabeza en los

agujeros), el tiempo que exploraba cada agujero, las defecaciones, las conductas de
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acicalamiento y la actividad general en el aparato (numero de ambulaciones y de

incorporaciones).

2.2.2.2.4. Prueba de respuesta de sobresalto e inhibicion prepulso

El aparato donde se llevo a cabo la prueba de sobresalto o “startle” consistio en una caja de
plexiglas (28 x 15 x 17 cm.) con una plataforma con sensor en su base, de manera que si el
animal se movia hacia arriba o abajo se detectaba la diferencia en la fuerza ejercida sobre la
plataforma. El valor maximo de esta fuerza de transicion es la medida de la amplitud de la
respuesta de sobresalto. Los movimientos de sobresalto de la rata son transducidos por un
acelerometro (Cibertec S.A, Madrid) y la sefial es recogida y digitalizada por un
microcomputador que también se utiliza para presentar el estimulo y la obtencion de los
datos. Nuestro aparato estaba situado en una cédmara insonorizada (90 x 55 x 60 cm.)
constantemente iluminada (lampara de 10w.) y equipada con un altavoz localizado en el
techo del aparato que produce un sonido constante de 45 dB como ruido de fondo. Dos
altavoces de 28 cm. localizados a 15 cm. de los dos lados de la caja de plexiglas producen
los estimulos acusticos. Estos altavoces estan conectados a un amplificador que a su vez se
conecta a un generador de ruido que administra el estimulo de sobresalto y a un segundo
generador de ruido que produce la sefal correspondiente al prepulso.

El estimulo actstico de sobresalto es un tono de 40 ms. de duracion y 100 dB de intensidad.
Los estimulos prepulso son un tono de 20 ms. de duraciéon y una intensidad de 60, 70 o 80
dB, presentados 100 ms. antes del estimulo startle.

Las ratas eran colocadas en el aparato y tras 5 minutos de habituacion se presentaban 12
estimulos de sobresalto aislados. Segin algunos autores, estos ensayos pueden producir
cierta habituacion, reducir la variabilidad y pueden estabilizar la linea base de la amplitud
de la respuesta de sobresalto. Treinta segundos después de la ultima presentacion de los
estimulos de sobresalto iniciales, se administraban 48 ensayos para el estudio de la
inhibicion prepulso. Estos ensayos eran de la siguiente manera: 48 estimulos de sobresalto,
consistiendo en 12 estimulos de sobresalto aislados (‘pulso’) de 100 dB, 12 estimulos
‘pulso’ precedidos de un estimulo prepulso de 60 dB, 12 estimulos ‘pulso’ precedidos de un
estimulo prepulso de 70 dB y 12 estimulos ‘pulso’ precedidos de un estimulo prepulso de
80 dB. Los estimulos de sobresalto fueron presentados segiin un intervalo variable de 20 a

40s. y la ocurrencia de cada tipo de presentacion fue aleatorizada, con la restriccion de que
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cada tipo de ensayo ocurria en bloques de 4 presentaciones. La sesion duraba
aproximadamente 50 minutos.

La amplitud de la respuesta de sobresalto se defini6 como la diferencia entre la fuerza
detectada durante un periodo ventana de 5s. previo a la presentacion del estimulo de
sobresalto y el pico maximo de respuesta detectado inmediatamente después de la
presentacion del estimulo de sobresalto medido durante 200 ms.

Analizamos la amplitud de la respuesta de sobresalto en las 12 primeras presentaciones
(medida basal de respuesta de sobresalto), y la inhibicion de la respuesta de sobresalto,
calculada como el porcentaje de disminucion en la amplitud de la respuesta de sobresalto en
los ensayos con prepulso mediante la siguiente formula: [100- (media de la amplitud de la
respuesta de sobresalto en las presentaciones prepulso + pulso / media de la amplitud de la
respuesta de sobresalto en las presentaciones pulso aisladas) x 100]. Un alto porcentaje de
PPI (inhibicion del prepulso) reflejara por tanto una alta eficacia de los mecanismos de

filtraje sensorial.

2.2.2.2.5. Laberinto Hebb-Williams

El aparato consistia en una superficie cuadrada (75 x 75cm.) de madera pintada de negro,
con paredes de 12 cm. de alto y cubierta con una tapa transparente de metacrilato dividida
en 36 cuadrados separados por ranuras que permitian al experimentador definir las zonas de
error y configurar los diferentes problemas diarios mediante el uso de paredes extraibles.
En el centro de cada cuadrado habia un pequefio agujero (0.5 cm de didmetro) para facilitar
la entrada de aire y la ventilacion del aparato. Los compartimentos de entrada y de meta (40
x 15 x 12 cm.) estaban situados en esquinas diagonalmente opuestas y contenian puertas
correderas del tipo guillotina. Antes y durante el entrenamiento la rata fue privada de
comida hasta el 85% del peso y fue mantenida en este nivel durante todo el experimento.
Los animales fueron habituados a comer las bolitas de comida (45mg pellets; Bio-serv,
Frenchtown, NJ, USA) utilizadas como reforzador al llegar a la meta durante el proceso
previo de privacion de comida.

Inicialmente las ratas fueron habituadas al aparato en sesiones de 5 minutos durante 5 dias
consecutivos. En estas sesiones se permitia explorar el laberinto sin barreras y comer en el
compartimiento de meta. A partir del sexto dia empezaron las sesiones de entrenamiento
donde la rata tenia que superar una serie de problemas simples (Figura 1). Cada rata recibia

6 ensayos al dia, y en cada ensayo se colocaba al animal en el compartimiento de entrada y
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debia llegar hasta la meta donde podia comer durante 10s. La latencia méxima permitida en
cada ensayo era de 60 segundos, al cabo de este tiempo el animal era colocado en el
compartimento de meta por el experimentador. El entrenamiento continu6 hasta un maximo
de 15 dias (sesiones diarias, 5 dias a la semana) con el fin de acostumbrar a la rata a la
presencia de barreras en el aparato y establecer el habito de ir hacia la meta utilizando la
minima conducta exploratoria. El criterio para avanzar a la fase de problemas fue realizar
los 6 ensayos de entrenamiento en un total de 90 s. durante dos dias consecutivos. Si este
criterio no se conseguia en un maximo de 15 dias la rata era excluida del experimento. Tras
el periodo de entrenamiento las ratas que cumplieron el criterio fueron testadas utilizando la
serie estandar de 12 problemas definida por Rabinovich y Rosvold (1951). Se realizé un
problema al dia con 6 ensayos consecutivos por problema. Se registrd6 el nimero de
entradas en las zonas de error, la latencia de entrada en el compartimiento de meta y la
distancia recorrida en cada ensayo. Un error era contabilizado cuando las dos patas

delanteras del animal cruzaban la linea indicativa de zona de error.

2.2.2.2. Respuesta del eje Hipotalamo-Pituitario-Adrenal (HPA)
2.2.2.2.1. Muestras de sangre

Tras la prueba de la tabla de agujeros los animales fueron trasladados inmediatamente a la
zona de estabulacion y diez minutos después se tomaron muestras de sangre (en otra
habitacion distinta) con el fin de estudiar la respuesta del eje Hipotadlamo-Pituitario-Adrenal
(HPA) a un ambiente nuevo. Con el fin de prever posibles interferencias con las respuestas
conductuales y hormonales las muestras de sangre en condiciones basales fueron obtenidas
4 dias mas tarde, por la manana (entre las 9:00-10:00 horas) y por la tarde (entre las 17:00-
18:00 horas).

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante una técnica de incision en la cola,
consistente en realizar un pequefio corte de unos 2mm de profundidad en una vena de la
parte distal de la cola del animal y realizar un suave masaje en la cola recogiendo hasta un
maximo de 300 pl de sangre en un capilar con EDTA. Esta técnica permite la extraccion de
muestras repetidas sin necesidad de realizar mas de una incisiéon. Una vez extraida la
sangre, los capilares se mantenian a 4°C hasta el momento de obtencion del plasma por
centrifugado (7000 rpm, 25 min, 4°C); posteriormente, el pasma era alicuoteado y

conservado a -30°C hasta el momento del analisis.
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I
-

Figura 1. Se muestran las diferentes configuraciones del laberinto utilizadas durante las sesiones de
entrenamiento (A-F) y de prueba (1-12) y las zonas de error en el laberinto Hebb-Williams. Las
paredes se representan por lineas continuas, las areas sombreadas indican las zonas de error y las
lineas discontinuas indican los bordes de las zonas de error. S: compartimento de salida, G:
compartimento de meta.
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2.2.2.2.2. Andlisis bioguimicos

- Radio-inmuno-analisis (RIA) de ACTH
Para determinar la concentracion de ACTH en plasma se realizo un RIA de doble
anticuerpo en no equilibrio siguiendo el protocolo descrito previamente por el Dr. W. C.
Engeland (comunicacion personal: Department of Surgery, University of Minnesota, USA)
modificado en nuestro laboratorio (Garcia et al., 2000). Se utiliz6 un tampoén fosfato
disédico 50 mM, pH 7.4, que contenia EDTA disddico 25 mM, Triton X-100 al 0.1% y
albumina de huevo al 0.25%. Todo el proceso se realizé a 4°C para evitar la degradacion de
la ACTH. Se utilizo ACTH,.39 de rata (Sigma) como estandar, 3-[1251] iodotirosil23-
ACTH,39 (actividad especifica de 2000 Ci/mmol, Amersham) como marcador y un
anticuerpo contra la ACTH de rata (AB Rb 7) generosamente suministrado por el Dr. W. C.
Engeland. La fraccion libre se separd con un segundo anticuepo (donkey anti-rabbit IgG,
Chemicon, dilucion 1:24), que contenia serum normal de conejo (NSR) al 1.2%. La
radioactividad del precipitado se midi6 con un contador gamma (Wallac 1272 Clinigamma)
y los calculos para determinar la concentracion de ACTH se realizaron mediante una

transformacion log-logit.

- Radio-inmuno-analisis (RIA) de corticosterona
Para determinar la concentracion de corticosterona en plasma se utilizo el protocolo de RIA
en equilibrio, sugerido por el Dr. G. Makara (Institute Exp Med, Budapest, Hungria). Se
utilizd6 un tampoén fosfato 0.2M, pH 7.3, que contenia acido citrico 0.01M, preparado con
agua apirdégena. Las muestras se incubaron durante 1h con acido citrico 0.1M (pH 2) para
desnaturalizar la transcortina (CBG). Se utilizé estandar de corticosterona (Merk), '*’I-
corticosterona (actividad especifica de 1500-200 Ci/mg, ICN) como marcador y un
anticuerpo contra corticosterona amablemente cedido por el Dr G. Makara. Después de una
incubacion de 18-24 h a 4°C, se separo la fraccion libre de la hormona con una dilucién
1:19 de segundo anticuerpo (donkey anti-rabbit IgG, Chemicon) con un tampon de
polietilenglicol 6000 (Fluka). La radioactividad del precipitado se midi6 con un contador

gamma (Wallac 1272 Clinigamma) y los célculos para determinar la concentracion de

corticosterona se realizaron mediante una transformacion log-logit.
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2.3. Secuencia experimental

Para la consecucién de los objetivos previstos en este primer bloque experimental
realizamos dos estudios consecutivos. En la Tabla 1 se muestra la secuencia experimental

seguida en cada uno de los estudios.

ESTUDIO 1. Estudio de los efectos del EA en pruebas de ansiedad e interaccion y
memoria social

El Estudio I evalu6 la interaccién y memoria social de los animales mediante la prueba de
la Discriminacion social. También se evalu6 la conducta emocional mediante el Laberinto
Elevado en Cruz.

Se utilizaron 44 animales distribuidos en los grupos experimentales: Control Macho (CM,
n=12), Control Hembra (CF, n=11), Enriquecido Macho (EM, n=12), y Enriquecido
Hembra (EF, n=9).

ESTUDIO II. Estudio de los efectos del EA en pruebas de ansiedad, respuesta del eje
HPA, conducta exploratoria, interaccion social, filtros sensoriomotores y aprendizaje
El estudio II también evalu6 memoria social y ansiedad con las pruebas anteriormente
mencionadas, con el fin de replicar los resultados obtenidos en el primer estudio. Para
obtener mas informacion sobre el papel del EA en la reactividad emocional también
analizamos los niveles plasmaticos de CORT y ACTH en condiciones basales y después de
la tabla de agujeros, que también se utiliz6 para estudiar la actividad exploratoria de los
animales.

La respuesta de sobresalto ante un estimulo actstico de alta intensidad nos aporté mas datos
sobre reactividad emocional y sobre mecanismos de aprendizaje bdasicos al analizar la
posible habituacion ante la presentacion repetida de los estimulos, en esta prueba también
pudimos estudiar parametros de atencion y de filtraje sensoriomotor mediante la inhibicion
prepulso. Los efectos del EA en procesos de aprendizaje complejo se evaluaron mediante la
ejecucion de los animales en el laberinto Hebb-Williams.

En este estudio utilizamos 52 ratas distribuidas entre los grupos: CM (n=12), CF (n=14),
EM (n=12) y EF(n=14).
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Todos los experimentos del Estudio I y II se realizaron en una habitacion completamente
pintada de negro con iluminacion difusa, excepto en los experimentos de respuesta de
sobresalto, donde la habitacién permanecia a oscuras. Los procedimientos de la tabla de
agujeros, el laberinto elevado en cruz, pruebas de discriminacion social y el laberinto Hebb-
Williams fueron grabados y analizados posteriormente mediante el programa SMART
(version 2.0.14, Panlab, Barcelona, Spain). Tras cada prueba los aparatos se limpiaban con
una solucion de etanol al 20%. Todos los animales fueron pesados en el momento del
destete, al acabar el EA y justo antes de realizar cada una de las pruebas. Ello nos permitié
estudiar posibles efectos diferenciales del tratamiento en el peso de los animales en

diferentes momentos del desarrollo.

2.4. Analisis estadistico de los resultados

El andlisis estadistico se realizd mediante el programa estadistico SPSS (version 14.0). Los
resultados se analizaron mediante un disefio factorial de dos factores, con dos niveles en
cada factor: Sexo (macho vs hembra) y Tratamiento (control vs enriquecimiento). Los
descriptivos se muestran como media + error estindar (SEM).

Los datos de peso, los niveles de ACTH y CORT y los resultados de los experimentos en la
tabla de agujeros y el laberinto elevado en cruz se analizaron con el analisis de la variancia
de dos factores (ANOVA de dos factores: ’tratamiento’ y ‘sexo’).

Los resultados de los experimentos de discriminacion social del Estudio I se analizaron con
un ANOVA de medidas repetidas, con dos factores intersujetos (‘tratamiento’ y ‘sexo
adulto’) y dos factores intrasujetos [‘sexo juvenil’ y ‘tipo juvenil’ (nuevo o conocido en
T2)]. También se utilizo un ANOVA de medidas repetidas para el analisis minuto a minuto
del nimero de exploraciones y tiempo de exploracién en la tabla de agujeros, con dos
factores intersujetos (‘tratamiento’ y ‘sexo’) y un factor intrasujetos (‘minuto’). Los
resultados de los experimentos de discriminacién social del Estudio II se analizaron con un
ANOVA de medidas repetidas, con dos factores intersujetos (‘tratamiento’ y ‘sexo’) y un
factor intrasujetos (‘tipo juvenil’ (nuevo o conocido en T2)), para los dos experimentos por
separado (DS30’ y DSI15’). La conducta exploratoria durante el primer ensayo fue

analizada mediante ANOV As de dos factores (‘tratamiento’ y ‘sexo’).
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Tabla 1. Secuencia experimental. Se muestran los procedimientos de los Estudios 1 y II, Ia
duracion del tratamiento de enriquecimiento ambiental, la edad de los sujetos durante las pruebas de
conducta y el numero asignado a los experimentos.

Procedimiento Semanas Experimento
ESTUDIO I

Destete 3

Enriquecimiento Ambiental (EA) 4-12

Aislamiento 14

-Discriminacion Social 30’ con 15 1

juveniles macho (DS I)

-Discriminacion Social 30’ con 16 2
juveniles hembra (DS II)

-Laberinto elevado en cruz (EPM) 25 3
ESTUDIO 11

Destete 3

Enriquecimiento Ambiental 4-16

-Tabla de agujeros y muestras de sangre 20 4
-Laberinto Elevado en cruz 21 5
-Respuesta de Sobresalto e inhibicion del pre-pulso | 26 6
(Startle)

Aislamiento 26

-Discriminacién Social 30° (DS30) 27 7
-Discriminacion Social 15” (DS15) 28 8
-Laberinto Hebb-Williams 60 9

En el experimento de la respuesta de sobresalto durante los 12 ensayos se utilizd un analisis
de medidas repetidas con covariable (peso), ‘tratamiento’ y ‘sexo’ como factores
intersujetos, y ‘ensayo’ como factor intrasujetos. Para el andlisis de la inhibicion prepulso,
se utiliz6 el ‘porcentaje de inhibicion’ (ante los prepulsos de 60dB, 70dB y 80dB) como
factor intrasujetos.

En el experimento de Hebb-Williams, también se realizo un ANOVA de medidas repetidas:

factores intersujetos: ‘tratamiento’ y ‘sexo’ y con ‘problema’ como factor intrasujetos, para
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calcular el nimero acumulado de errores, latencias de llegada y distancia recorrida en los
ensayos 1-6 de cada problema. El numero total de errores en cada problema por cada
tratamiento y sexo fue utilizado para clasificar los problemas en tres categorias: faciles,
intermedios y dificiles. EI nimero total de errores, la latencia total y la distancia total
recorrida para cada nivel de dificultad fue promediado por el niimero de problemas que
forman cada categoria y un ANOVA de medidas repetidas: factores intersujetos ‘tramiento’
y ‘sexo’, y con ‘nivel de dificultad’ como factor intrasujetos. La ejecucion en cada uno de
los ensayos en cada nivel de dificultad también fue analizado con ANOVA de medidas
repetidas: ‘tratamiento’ y ‘sexo’ como factores intersujetos y ‘ensayo’ y ‘nivel de
dificultad’ como factores intrasujetos. En numero total de errores, la distancia recorrida y
latencias en los problemas faciles, intermedios y dificiles también se calculd una media
teniendo en cuenta el nimero de problemas incluido en cada categoria.

Posteriormente se realizd la descomposicion de la interaccion para los estadisticos de
medidas repetidas, y se realizaron también comparaciones entre grupos con la prueba post-
hoc de Student-Neuman-Keuls (SNK). Se requirié un nivel de significacion p <0.05 para

considerar los resultados estadisticamente significativos.

3. RESULTADOS

3.1. ESTUDIO I. Estudio de los efectos del EA en pruebas de ansiedad e interaccion y
memoria social

3.1.1. Pesos

En la Tabla 2 estan representados los pesos a lo largo de la secuencia experimental seguida
en el Estudio I y los efectos significativos de los factores sexo y tratamiento asi como de la
interaccion que mostrod el Analisis de la Varianza (ANOVA). Se muestran los grados de
libertad entre paréntesis, los valores de las F y las significaciones. Se observé un efecto
global de disminucion del peso de los animales a causa del EA en machos y hembras en
todos los experimentos. Encontramos también una interaccion significativa al finalizar el
tratamiento de EA, a las 12 semanas de edad (ANOVA, efecto ‘sexo’x ‘tratamiento’:
F,43=4.574, p<0.05). Tras finalizar el tratamiento de EA los machos enriquecidos
mostraban un peso correspondiente al 84% del peso de los machos del grupo control y las
hembras enriquecidas pesaban un 87% del peso correspondiente a las hembras del grupo

control; la interaccion significativa indica que en términos de peso el EA ha afectado
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significativamente mas a los machos que a las hembras. Estas desproporciones en los pesos
de los animales enriquecidos van disminuyendo a lo largo de la secuencia experimental y se
van igualando entre los dos sexos, hasta llegar a valores de 93% en los machos y 92% en

las hembras en el experimento 3.

Tabla 2. Se muestran las medias = EE de los pesos de cada grupo a lo largo de toda la secuencia
experimental durante el Estudio I. a p<0.05 respecto a los animales control del mismo sexo, b

p<0.05 respecto a los animales macho y mismo tratamiento (pruebas Student-Newman-Keuls).

ESTUDIO I
Grupos Destete EA Expl Exp2 Exp3
CM 78.0542.1 464.23+9.9 494.98+12.3 508.42+11.2 573.51+15.2
EM 76.33+3.2 390.0£11.3 a 433+13.6 a 454.5+12.4 a 536.3+14.1 a
CF 71.5242.8 276.4+4.6 b 284.6+58 b 294.4+6.1 b 3133439 b
EF 69.57+4.4 240.7+6.4 ab 254.6+6.2 ab 261.3+7 ab 287.03%6 b
S F(1,43)=4.43 F(1,43)=349.4 F(1,39)=363.27 F(1,41)=425.81 F(1,43)=456.69
X0
P<0.05 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001
. F(1,43)=37.18 F(1,39)=20.33 F(1,41)=19.405 F(1,43)=7.11
Tratamiento n.s
P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.05
., F(1,43)=4.574
Interaccion n.s n.s n.s n.s
P<0.05

3.1.2. Pruebas de Discriminacion Social (DS).

En las pruebas de discriminacién social los machos adultos dedicaron mas tiempo a
investigar a los juveniles durante el primer ensayo (T1) que las hembras adultas (ANOVA
con medidas repetidas, efecto ‘sexo adulto’: F(; 36=23.42, p<0.001), siendo esta diferencia
dependiente del sexo del juvenil (ANOVA, ‘sexo juvenil’ x ‘sexo adulto’: F( 36=5.45,
p<0.05). La descomposicion de la interacciéon mostrd que estas diferencias sexuales fueron
mas marcadas cuando los adultos exploraron a las hembras juveniles (p<0.001) en
comparacion con los machos juveniles (p<0.01, figuras 1A y 1B). Ademads, los machos
adultos realizaron tiempos de exploracioén similares hacia juveniles macho y hembra en el
ensayo 1, mientras que las hembras adultas mostraron niveles de exploracion mas reducidos
hacia las hembras juveniles en comparacion con la exploracion dirigida hacia los juveniles

macho (p<0.05).
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En el segundo ensayo (T2), todos los grupos fueron capaces de discriminar entre el juvenil
conocido y el nuevo. En todos los grupos los animales recordaron al animal previamente
presentado y este dato se expresd por los mayores tiempos de investigacion dirigidos hacia
el juvenil nuevo en comparacion al conocido (ANOVA, ‘tipo de juvenil’: F(;36=33.17,
p<0.001, figuras 1A y 1B). De nuevo, durante el T2 los machos adultos volvieron a
presentar tiempos de exploracion mayores hacia los juveniles comparados con las hembras
adultas (ANOVA, ‘sexo adulto’: F(; 36=5.77, p<0.05), y este patron se acentud cuando se
utilizaron juveniles hembra como estimulos sociales (ANOVA, ‘sexo juvenil’ X ‘sexo
adulto’: F(;36=9.67, p<0.01). La descomposicion de la interaccion mostré que los machos
adultos exploraban durante mas tiempo a las hembras juveniles que a los machos juveniles
(p<0.001), mientras que las hembras adultas mostraron niveles similares de exploracién
hacia los juveniles de ambos sexos. Las interacciones sociales entre los pares de juveniles
fueron medidas (en segundos) pero no se encontraron diferencias entre los grupos:
Experimento 1 (con juveniles macho): CM=44.03+3.54, CF=43.54+4.65, EM=45.07%6.10,
y EF=4537+4.43; Experimento 2 (con juveniles hembra): CM=47.51+5.95,
CF=39.91+3.23, EM=38.77+4.06, y EF=36.72+2.35.

Sorprendentemente, el EA incremento los tiempos de exploracion hacia los juveniles en el
segundo ensayo en los machos adultos pero no en las hembras, independientemente del tipo
de juvenil (nuevo o conocido) o del sexo del juvenil (ANOVA, ‘sexo adulto’ x
‘tratamiento’: F(;36=5.77, p<0.05). La descomposicion de la interaccion mostré que la
diferencia en los tiempos de exploracion social entre las ratas adultas macho y hembra fue
mas pronunciada en el grupo de animales enriquecidos (grupo control: p<0.05, grupo
enriquecido: p<0.001). Ademas, el enriquecimiento ambiental aument6 la investigacion
social en machos pero no en hembras (p<0.05).

Aunque se ha observado que los machos adultos no reducen la exploraciéon cuando son
repetidamente expuestos a estimulos sociales distintos (Engelmann et al.,, 1995),
comparamos el tiempo total de exploracion en el primer y el segundo ensayos con el fin de
descartar posibles efectos no especificos de supresion de la conducta exploratoria en
machos y hembras. El ANOVA con medidas repetidas reveld un efecto significativo de
interaccién ‘ensayo’ x ‘sexo adulto’ x ‘tratamiento’: F(;36=8.35, p<0.01, figura 1B. La
descomposicion de la interaccion mostré que el grupo de machos enriquecidos fue el tnico
que increment6 el tiempo total de investigacioén en el segundo ensayo comparado con el

primero (p<0.001, figura 1C y 1D), mientras que no se observaron cambios en el resto de
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los grupos. Por lo tanto, no se observd un efecto de habituacion en la conducta de

investigacion social en ninguno de los grupos experimentales entre el T1 y el T2.
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Figura 2. Se muestra la media = EE del tiempo de exploracion de los animales en las pruebas de
discriminacion social con juveniles macho (A, C) y con juveniles hembra (B, D). En las figuras 1A
y 1C se representan los tiempos de exploracion durante el primer ensayo (barras blancas) y durante
el segundo ensayo respecto al juvenil conocido (barras negras) y nuevo (barras ralladas). Las figuras
1C y 1D muestran el tiempo de investigacion total durante el ensayo 1 (barras blancas) y el ensayo
2 (barras negras). * P<0.05 respecto a los animales macho del mismo tratamiento.

3.1.3. Evaluacion de la ansiedad: Laberinto Elevado en Cruz
En la prueba del laberinto elevado en cruz las hembras mostraron mayor actividad que los
a nivel de las entradas totales y la distancia total recorrida en el laberinto

F(1,42):5.287, p<0.05; F(1,42):8.090, p<0.05, ﬁgura 3A y 3B,

machos
(ANOVA,

respectivamente). Los animales enriquecidos mostraron un porcentaje superior de entradas

‘sexo’:

en los brazos abiertos [(nimero de entradas en los brazos abiertos / entradas totales en los
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brazos) x 100] al de los animales control (ANOVA, ‘tratamiento’: F(; 4=4.283, p<0.05;
‘tratamiento x ‘sexo’: n.s, figura 3C), lo que sugiere que el tratamiento de EA disminuye la
conducta ansiosa tanto en machos como en hembras. No observamos efectos significativos
en las medidas de tiempo de permanencia en los brazos abiertos y en el porcentaje de

tiempo en los brazos abiertos.
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Figura 3. Efectos del EA en el laberinto elevado en cruz. (A) Las columnas representan la media +
EE del numero de entradas totales, (B) la distancia recorrida total, y (C) porcentaje de entradas en
los brazos abiertos (BA) del laberinto. * P<0.05, **P<0.01, respecto a los animales macho del
mismo tratamiento, + P<0.05 respecto al grupo control del mismo sexo.

3.2. ESTUDIO II. Estudio de los efectos del EA en pruebas de ansiedad, respuesta del
eje HPA, conducta exploratoria, interaccion social, filtros sensoriomotores y

aprendizaje

3.2.1. Pesos
La tabla 3 muestra los pesos de los animales a lo largo de la secuencia experimental del
estudio II. Los animales enriquecidos presentaron consistentemente un peso menor que los

controles, siendo esta reducciéon mas acusada en los machos, como se pone de manifiesto
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por la interaccion significativa ‘tratamiento’ x ‘sexo’ en el ANOVA a partir de la semana
16, que es cuando acaba el procedimiento de EA. El grupo de machos enriquecidos pesa
mucho menos que el de machos control mientras que las diferencias de peso entre las
hembras enriquecidas y control son mas pequefias que en los machos, obteniéndose este
efecto de interaccion incluso cuando los animales tienen 7 meses de edad (ANOVA, efecto
‘tratamiento’ X ‘sexo’: F(; s0)= 8.59, p<0.005). Este efecto de interaccion desaparece cuando
los animales tienes 14 meses de edad, no obstante se sigue observando una tendencia a la
interaccion ‘tratamiento’ X ‘sexo’: F(45=2.95, p=0.093), mostrando que aunque estas
diferencias se peso se atentian con la edad de los animales, todavia sigue existiendo cierto
efecto del enriquecimiento a largo plazo en esta medida fisiologica. Tras finalizar el
tratamiento de EA los machos enriquecidos mostraban un peso correspondiente al 85% del
peso de los machos del grupo control y las hembras enriquecidas pesaban un 88% del peso
correspondiente a las hembras del grupo control; la interaccion significativa indica que en
términos de peso el EA ha afectado significativamente mas a los machos que a las hembras,
y a medida que pasa el tiempo estas diferencias se hacen mas pronunciadas, ya que las
hembras enriquecidas van igualando los valores a los de las control mientras que los
machos continlan manteniendo estas diferencias hasta la semana 28, en la que realizaron el
experimento de DS15” y en el que los machos enriquecidos presentaron un peso
correspondiente al 88% del peso de los machos del grupo control mientras que las hembras

pesaban un 96% del peso de las hembras control.

Tabla 3. Se muestran las medias = EE de los pesos de cada grupo a lo largo de toda la secuencia
experimental durante el Estudio II. a p<0.05 respecto a los animales control del mismo sexo,
b p<0.05 respecto a los animales macho y mismo tratamiento (pruebas SNK).

Grupos | Destete | 16 sem | 20 sem | 21 sem | 26 sem | 27 sem | 28 sem | 60 sem
HB EPM | Startle | SD30' | SDI15' HW
CM 83.242.4 |[558.3+12.8|582.2+13.6 [ 591.5+13.8 [ 644.6+15.1 | 678.7£16.5 | 682.8+17.3 | 810.1£31.3
EM 79.042.5 | 475.8+7.1 [ 508.4+8.8 | 517.5£10 |561.9£12.3 [ 598.1+12.4 [ 599.3+13.6 | 728.8+17.2
a a a a a a
CF 72.6£3.7 [308.4£5.95] 305+6.2 | 307.8+5.8 | 324.1+7.9 | 341.3x82 ] 335948 | 41321
b b b b b b b b
EF 69.9£2.4 [ 270.126.2 | 291.3+6 | 300.5+7.3 | 314.1+8 | 330.9+8.8 | 321.6+6.6 | 408.8+19.7
b ab b b b b b b
Sexo
n.s F=7.199 | F=11.55 | F=12.634 | F=11.11 | F=9.13 F=8.59 F=2.95
X P<0.05 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P<0.01 P=0.093
Trat
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3.2.2. Conducta exploratoria en la tabla de agujeros

El andlisis de medidas repetidas, con dos factores intersujetos (‘sexo’ y ‘tratamiento’) y un
factor intrasujetos (‘tiempo’ en minutos) reveld6 un efecto significativo ‘tiempo’ x
‘tratamiento’ en el numero de exploraciones a través de los agujeros (head-dips) y en el
tiempo de exploracion (F4,172=3.05, p<0.05, F4,172=4.17, p<0.01, Figura 4A,B), indicando
que los animales mostraron un patrén diferente en funcion del tratamiento recibido. La
descomposicion de las interacciones mostrd diferencias significativas en los dos primeros
minutos de la prueba (Figura 4). Los animales enriquecidos realizaron un mayor nimero de
head-dips en el primer y segundo minuto (p<0.001, p<0.05, respectivamente). En cuanto al
tiempo de exploracidon en los agujeros también fue superior en los animales enriquecidos
tanto machos como hembras durante los dos primeros minutos comparados con sus
respectivos grupos control (p<0.001). Los analisis mostraron que esta interaccion
significativa ‘minuto’ x ‘tratamiento’ fue especifica de los primeros tres minutos de la
prueba, debido a que aparecen cuando el ANOVA se aplica a los minutos 1-3 pero no
cuando se aplica a los minutos 3-5. El tratamiento de enriquecimiento también incrementd
el numero de rearings (F(146=9.41, p<0.01, figura 4D), y también se hallaron efectos
significativos del sexo en ambulaciones y rearings, donde las hembras mostraron una
mayor ambulacion (F(46=12.34, p<0.001, figura 4C) y un mayor numero de rearings
(F46=12.6, p<0.001) que los machos. Efectos significativos del sexo también se
encontraron en el nimero de defecaciones, siendo las ratas macho quienes mostraron

mayores niveles (F(; 46=6.48, p<0.05, figura 4, figura 4E).
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Figura 4.Se muestra la media £ SE del niimero de head dips (A), el tiempo dedicado al head
dipping (B), las ambulaciones (C), rearings (D) y defecaciones (E) en la Tabla de agujeros para los
diferentes grupos experimentales: machos control (CM), machos enriquecidos (EM), hembras
control (CF) y hembras enriquecidas (EF). * p<0.05, ***p<0.001 respecto a los animales control
del mismo sexo, + p<0.05 respecto a los animales macho del mismo tratamiento.
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3.2.3. Respuesta del eje HPA

En cuanto a las medidas hormonales analizadas tras la exposicion de los animales en la
tabla de agujeros, el ANOVA mostrd efectos significativos del sexo, indicando niveles
mayores de corticosterona en las hembras comparadas con los machos (F(i46=84.17,
p<0.001) y efectos significativos del tratamiento, siendo los animales enriquecidos los que
presentaron una menor liberacion de corticosterona ante la prueba (ANOVA, efecto
tratamiento: F(; 46=4.56, p<0.05). Las hembras mostraron niveles superiores de ACTH en
respuesta a la exposicion de 5 minutos a la tabla de agujeros comparados con los machos
(ANOVA, efecto sexo: F(1.46=10.98, p<0.01), pero no aparecieron diferencias significativas
del tratamiento en esta medida.

Al analizar los niveles basales de corticosterona tomados en la mafiana y la tarde, el
analisis mixto de medidas repetidas encontré6 una interacciéon ‘sesion’ X ‘sexo’
(F143=47.078, p<0.001) y una interaccion ‘sesion’ x ‘tratamiento’(F(; 43y=4.94, p<0.05)
significativas, ademas de un efecto global del factor ‘sexo’, de manera que las hembras
presentaron mayores niveles basales en ambas medidas (F(43=64.99, p<0.001). La
descomposicion de las interacciones mostrd niveles significativamente mayores en las
hembras respecto a los machos en las dos medidas analizadas, siendo las hembras control
las que presentaron la méaxima diferencia durante la mafiana (P<0.001) respecto a los
machos control. El andlisis de los niveles basales de¢ ACTH en la mafiana y la tarde indico
un efecto global de la sesion (F(; 43=45.929, p<0.001) que se observa por el aumento en los
valores de ACTH que se producen durante la tarde, y aparecid6 una tendencia a la
interaccion ‘sesion’ x ‘tratamiento’ (F(j43=3.22, p=0.08). De nuevo un efecto global de
‘sexo’ indic6 que las hembras presentaron los niveles mas altos de concentracion de

hormonas en ambos momentos temporales (F(; 43=8.64, p<0.05).
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Figura 5. Se muestra la media + EE de los niveles de corticosterona (A) y ACTH (B) 5 minutos
desde la prueba de la tabla de agujeros y los niveles basales durante la mafiana (a las 10 h) y la tarde
(a las 17 h) para los para los diferentes grupos experimentales: machos control (CM), machos
enriquecidos (EM), hembras control (CF) y hembras enriquecidas (EF). *P<0.05, **P<0.01,
respecto a los animales macho del mismo tratamiento.

3.2.4. Conducta ansiosa en el laberinto elevado en cruz.

El ANOVA indicé efectos significativos del factor sexo (ver Tabla 4), de manera que las
hembras mostraron més actividad motora que los machos en diversas variables como son la
distancia recorrida en los brazos cerrados del laberinto (F(; 51y=5.61, p<0.05), el nimero de
incorporaciones verticales (rearings) en los brazos cerrados (F(l’5 D=10.43, p<0.01) y el
numero total de rearings en el laberinto (F(; 51)=12.45, p<0.001), asimismo también se halld
una menor latencia de entrada en los brazos cerrados por parte de las hembras (F 51)=4,78,
p<0.05). Las hembras también mostraron una tendencia a recorrer una mayor distancia total

en el laberinto en comparacion con los machos (F(; 51y=3.86, p=0.055).
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El tratamiento de EA increment6 de forma significativa el nimero de entradas y la distancia
recorrida en los brazos abiertos (Fgs51)=4.75, p<0.05 y Fus5)=5.01, p<0.05,
respectivamente). En general, los efectos significativos del enriquecimiento aparecieron
también en las conductas de defensa y de evaluacion del riesgo, como son el nimero de
conductas de ‘stretching’ de los brazos cerrados hacia los brazos abiertos (F(;s51)=7.49,
p<0.01), el ntimero total de rearings (F(; 51y=27.83, p<0.001) y el nimero de rearings en las
zonas desprotegidas (centro + brazos abiertos) (F(151)=36.49, p<0.001). Asi, los animales
control comparados con los enriquecidos mostraron una mayor ocurrencia de conductas de
aproximacion-retirada desde las zonas protegidas del laberinto, lo cual indicaba un patrén
de exploracién mas cauto, en cambio, las ratas enriquecidas aumentaron las conductas de
evaluacion del riesgo en las partes mas desprotegidas del laberinto (F(;51y=6.67, p<0.05),
como son las partes mas distantes de los brazos abiertos en comparacién a los animales
control. El enriquecimiento no afecté la conducta de head-dipping en el laberinto y
tampoco se encontraron efectos significativos del tratamiento en el nimero de entradas

totales o el porcentaje de entradas en los brazos abiertos del laberinto.

Tabla 4. Media = SE de la conducta de los animales en el laberinto elevado en cruz por los
animales Control (C) y Enriquecidos (EE) machos y hembras. *P<0.05 vs animales control del
mismo tratamiento. + P<0.05 respecto a los animales control del mismo sexo.

Machos Hembras F(1,51) P
C EE C EE Sexo Trat

Distancia cerrados 602,4 + 754  662,7+45,6 819,5+67,6  734,4+49,4* 5,61 <0,05
Distancia total 11245+77,9 1335%70,7 1368,3+89,3 1424,6+92,5 3,86 0,05

Latencia cerrados 62,5+ 25,2 32,645,9 17+5,2 23,3+4,2* 4,78 <0,05
Tiempo centro 445 +6,3 55,1+5,3 34,4+4.9 50,6+7,5 4,64 <0,05
Entradas abiertos 59+1,1 7,7+0,4 5,9+0,83 7,6+0,64 4,75 <0,05
Distancia abiertos 369,7+ 69,4 492435 377,8458,7 503,5+51,1 5,01 <0,05
Rearings cerrados 8,5+1,2 13,8+1,7* 13,64+1,2 17,4+1,1+ 10,43 11,35 <0,01
Rearings centro+abiertos 0,25+0,13 4,66+0,6+ 2,14+0,74 541,03+ 22,75 <0,01
Rearings totales 8,7+1,2 18,5+1,8+ 15,7+1,2 22,4+1,7+ 12,45 27,83 <0,001
Rearings centro 0,2+0,1 4,5+0,6+ 2+0,7 3,9+0,8 21,76 <0,001
Stretchings cerrados 6+1 3,2+0,6+ 6,9+1 4,7+0,8 7,49 <0,01
Stretchings abiertos 1,8+0,4 3,5+0,4 1,7+0,5 3,07+0,7 6,67 <0,05
Entradas totales 14,16+1,1 17,16+1,05 16,28+1,3 17,57+0,9 3,45 0,069
% entradas 40,56+7,1 45,47+1,5 33,78+4,02 43,08+2,6 n.s.
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3.2.5. Prueba de respuesta de sobresalto e inhibicion prepulso.

Respecto a la respuesta de sobresalto, hay que tener en cuenta que los animales de mayor
peso, al ejercer una mayor fuerza sobre la plataforma del aparato, pueden presentar una
mayor amplitud de la respuesta, con lo que es habitual en la literatura utilizar indices
ponderados por peso (Servatius et al., 2005) o bien analisis de la covariancia, utilizando
como covariable el peso (Young y Cook, 2004) para estudiar el efecto del tratamiento no
atribuible a una diferencia de peso. Ademads, en nuestro caso, el tratamiento de EA también
produce una disminucion del peso de los animales, por lo que realizamos un analisis de la
covariancia de medidas repetidas con dos factores intersujetos (‘sexo’ y ‘tratamiento’) y un
factor intrasujetos (‘ensayo’). El andlisis no mostr6 efectos significativos de la sesion a lo
largo de las 12 presentaciones del estimulo de sobresalto, y tampoco se encontraron
diferencias significativas entre los grupos en la intensidad de la respuesta. Es decir, machos
y hembras presentaron niveles similares de reactividad ante el estimulo acustico y el
tratamiento no modifico el comportamiento de los animales en esta medida.

En cuanto al analisis de la inhibicion prepulso, los animales mostraron diferentes valores de
inhibicion de la respuesta segun fuera la intensidad del estimulo prepulso utilizado en cada
tipo de ensayo (ANOVA con medidas repetidas, factor ‘prepulso’: F(206=104.62, P<0.001,
Figura 6B), de manera que los grupos mostraron la maxima inhibicién con los prepulsos de
80dB y la minima inhibiciéon con los prepulsos de menor intensidad (de 60dB). Se
obtuvieron efectos significativos del EA con determinadas intensidades del estimulo
prepulso (interaccion significativa ‘prepulso’ x ‘tratamiento’: Fpo6= 3.47, p<0.05), de
manera que los animales enriquecidos presentaban valores mas bajos de inhibicion de la
respuesta de sobresalto comparados con los animales control (Figura 6B). La
descomposicion de la interaccion mostrd que los animales enriquecidos mostraron valores
significativamente menores de inhibicidon respecto a los animales control en los ensayos
con prepulso 60 y 70 (p<0.01 y p<0.05, respectivamente). También aparecid un efecto
global intersujetos del tratamiento (ANOVA, efecto ‘tratamiento’: F(; 43=8.46, p<0.05),
confirmando esta menor inhibicion por parte de los animales enriquecidos. Cuando se
incluyo el peso de los animales como covariable en los analisis, también se detectaron las
diferencias de inhibicion prepulso causadas por el EA (‘prepulso’ x ‘tratamiento’:

F(2,96)=4.37, p<0.05).
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Figura 6. Se muestra la media = EE de los valores de la magnitud, en unidades arbitrarias, de la
respuesta de sobresalto durante los primeros 12 ensayos (Fig. 6A) y del porcentaje de inhibicion de
la respuesta de sobresalto ante el estimulo prepulso (Fig. 6B). * p<0.05, **p<0.01 respecto a los
animales control del mismo sexo.

3.2.6. Discriminacion Social (DS).

3.2.6.1. DS 30’

Debido a que en los experimentos de discriminaciéon social 1 y 2 encontramos
discriminacién en todos los grupos experimentales, independientemente del sexo del
juvenil utilizado, y a pesar de las diferencias encontradas en cuanto a la mayor cantidad de
exploracion dedicada a los juveniles hembra por parte de los animales enriquecidos macho
en el estudio 2, decidimos utilizar juveniles macho en los siguientes experimentos de

discriminacién social.
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Cuando se evalud la discriminacidon social utilizando un intervalo interensayos de 30
minutos no observamos reconocimiento social en ninguno de los grupos experimentales, ya
que los niveles de exploracion de los animales hacia el juvenil conocido y el juvenil nuevo
durante el segundo ensayo fueron similares (ANOVA con medidas repetidas, n.s., ver
figura 7A). El andlisis estadistico de los tiempos de exploracion totales en los ensayos 1y 2
indic6 efectos globales significativos del ‘ensayo’ y de la interaccion ‘ensayo’ X
‘tratamiento’ (ANOVA con medidas repetidas, F(48=11.94, p<0.01 y F45=4.025,
P<0.05, respectivamente, Figura 7B). La descomposicion de la interaccion indico que los
grupos CM, CF y EF redujeron los tiempos de exploracion en el ensayo 2 en comparacion

al primer ensayo (p<0.05).
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Figura 7. Media = EE del tiempo de exploracion al juvenil en la prueba de discriminacion social
utilizando un ITI de 30’. En la figura 1A se representan los tiempos de exploracion en el ensayo 1
(columnas blancas) y en el ensayo 2 hacia el juvenil conocido (columnas negras) y nuevo (columnas
ralladas). La figura 1B representa la exploracion total en el ensayo 1 (columnas blancas) y en el
ensayo 2 (columnas negras). ¥*P<0.05.

3.2.6.2. DS 15°

Como los animales no habian discriminado entre el juvenil nuevo y el juvenil conocido
utilizando el intervalo entre ensayos de 30 minutos decidimos repetir el experimento al
cabo de una semana utilizando un intervalo entre ensayos de 15 minutos. El andlisis de la
varianza mostrd que en el primer ensayo los machos exploraron a los juveniles durante mas
tiempo que las hembras (F(; 50=8.441, P<0.01, Figura 8A). El resultado mas destacable es
la interaccion significativa que mostré el ANOVA al comparar el tiempo de exploracion
hacia los juveniles en el segundo ensayo (ANOVA, efecto: ‘tratamiento’ X ‘sexo’:

F,50=4.598, p<0.05, Figura 8B), indicando que el EA tuvo efectos diferenciales, de
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manera que, aparentemente mejoraba el reconocimiento en machos y mostraba el efecto
contrario en hembras. De hecho, la descomposicion de la interaccidon mostré que solo las
hembras control y los machos enriquecidos discriminaron al juvenil conocido del nuevo
durante el segundo ensayo (CF: p<0.01, EM: p<0.05). Y cuando analizamos el valor de la
diferencia entre el tiempo de exploracion hacia los juveniles nuevo y conocido en el
segundo ensayo aparecié una interaccion significativa ‘tratamiento’ x ‘sexo’ (ANOVA,
F,50=4.598, p<0.05, Figura 8B), mostrando que el EA afect6 de forma diferente a machos
y hembras, de manera que mejor6 el reconocimiento de los machos y lo empeord en las
hembras. No se encontraron diferencias significativas en los tiempos de exploracion totales
entre el primer y segundo ensayo en ninguno de los grupos experimentales (Figura 8C).
Finalmente, durante el segundo ensayo los machos volvieron a presentar niveles mas

elevados de conducta exploratoria hacia los juveniles (F(; 50=10.17, p<0.01).
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Figura 8. Media = EE del tiempo de exploracién al juvenil en la prueba de discriminacién social
utilizando un ITI de 15°. En la figura 1A se representan los tiempos de exploracion en el ensayo 1
(columnas blancas) y en el ensayo 2 hacia el juvenil conocido (columnas negras) y nuevo (columnas
ralladas). La figura 1B representa la diferencia en el tiempo de exploracion durante el segundo
ensayo entre la exploracion al juvenil nuevo-exploracion al juvenil conocido. La figura 1C
representa el tiempo total de exploracion en el ensayo 1 (columnas blancas) y en el ensayo 2
(columnas negras). *P<0.05 respecto a los animales macho del mismo tratamiento.
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3.2.7. Laberinto Hebb-Williams.

Entrenamiento

El criterio para avanzar a la fase de ejecucion de los 12 problemas del laberinto Hebb-
Williams fue realizar los 6 ensayos de entrenamiento en un tiempo igual o inferior a 90
segundos durante dos dias consecutivos. Si este criterio no se conseguia en un maximo de
15 dias la rata era excluida del experimento. Encontramos una diferencia de sexo
significativa en el numero de sesiones necesario para alcanzar el criterio (ANOVA, efecto
‘sexo0’: F139=22.41, p<0.001, Figura 9), de manera que las hembras necesitaron un menor

nimero de sesiones de entrenamiento para cumplirlo y avanzar a la fase de problemas.
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Figura 9. Media + EE del numero de sesiones de problemas ‘pretests’ realizados hasta alcanzar el
criterio de adquisicion en el laberinto Hebb-Williams. *P<0.05 respecto a los animales macho del
mismo tratamiento.

Ejecucion de la serie de 12 problemas

El ANOVA con medidas repetidas de los 12 problemas (ensayos 1-6) del laberinto Hebb-
Williams indicé efectos significativos del ‘problema’ en el nimero de errores totales
(F11,396=58.3, p<0.0001, Figura 10A), la distancia total recorrida (F(11,396)=69.3,
p<0.0001, Figura 10B) y la latencia total (F(11,396)=43.3, p<0.0001, Figura 10C). Se
encontraron interacciones significativas ‘problema’ x ‘tratamiento’ en el niimero total de

errores (F(11396=3.41, p<0.01) y la distancia recorrida (F(1396=2.37, p<0.05), indicando
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que los animales enriquecidos realizaron un menor numero de errores y necesitaron recorrer
una distancia menor para llegar a la meta que los animales control, como indican también
los resultados del efecto intersujetos ‘tratamiento’ en los ANOVAs (errores: Fj36=22.83,
p<0.001; distancia: F;36=30.63, p<0.001). Analisis posteriores de los efectos observados
mostraron que los animales enriquecidos realizaron menos errores que los animales control
en los problemas 2, 6, 7, 8, 9, 10 y 11 (Figura 10A) y recorrieron menores distancias para
llegar a la meta en los problemas 2, 4, 6, 7, 8,9, 10, 11 y 12 (Figura 10B). Se encontré un
efecto ‘problema’ y un efecto interaccion ‘problema’ x ‘sexo’ en las latencias totales
(F(11,396=43,41, p<0.0001, y F(11,396=2,93, p<0.05, Figura 10C), mostrando que la ejecucion
vari6 a lo largo de los 12 problemas en funciéon del sexo del animal, de manera que las
hembras mostraron latencias menores de llegada al compartimento de meta que los machos.
También aparecieron efectos significativos intersujetos ‘tratamiento’ y  ‘sexo’ en el
ANOVA de la latencia total (ANOVAs, F(136=12.69, p<0.001, y F(136=18,51, p<0.0001,
respectivamente, Figura 10C), indicando que, globalmente, los animales enriquecidos
resolvieron los problemas mas rapidamente que los animales control, y que las hembras
eran mas rapidas que los machos. El andlisis posterior mostrd que las hembras recorrieron
el laberinto en menos tiempo que los machos en los problemas 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11 y 12.
Los animales enriquecidos también recorrieron mas rapido el laberinto que los animales

control en los problemas 2, 4, 5, 6, 7, 10, 11 y 12 (Figura 10C).

Tabla 4. Se muestran los estadisticos media = SE y mediana del nimero total de errores en los
problemas del laberinto Hebb-Williams clasificados por el grado de dificultad: problemas
faciles<lS5errores; 16< problemas intermedios <30; problemas dificiles >30.

Problema Media + E.S. Mediana Clasificacion
3 79.7+0.8 8.5 facil

12 11+£0.4 9 facil

4 11.1+£0.5 11 facil

1 11.45+0.8 12 facil

2 17.5+1.0 17 intermedio
10 184+1.7 15 intermedio
11 21.1+1.8 24 intermedio
6 227+1.6 20 intermedio
8 234+1.5 22 intermedio
9 258+ 1.8 26 intermedio
7 357+24 33 dificil

5 422+19 41.5 dificil
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Figura 10. Media + EE de los errores (A), distancia recorrida (B) y latencia (C) en los 12
problemas del laberinto Hebb-Williams, de los diferentes grupos experimentales: machos control
(CM), machos enriquecidos (EM), hembras control (CF) y hembras enriquecidas (EF). * p<0.05,
** p<0.01, ***p<0.001 enriquecidos respecto a grupos control. ® p<0.05, ee p<0.01, eee p<0.001
machos respecto a hembras.

96



Primer bloque experimental

Ejecucion en los problemas faciles, intermedios y dificiles

El ntimero total de errores cometidos en cada problema por toda la muestra de animales se
representa en la tabla 4, donde los problemas han sido ordenados de menor a mayor numero
de errores. La media de errores cometidos en cada problema se utilizd para agrupar los
problemas segun su nivel de dificultad en: faciles (menos de 15 errores: problemas 1, 3,4y
12), intermedios (16-30 errores: problemas 2, 6, 8, 9, 10 y 11) y dificiles (mas de 30
errores: problemas 5 y 7). En la figura 10 se muestra la media del numero de errores,
distancia recorrida y latencia en los problemas faciles (4), intermedios (6) y dificiles (2). El
analisis de medidas repetidas mostro efectos significativos del ‘nivel de dificultad’ en la
media del ntimero total de errores (Fp72)=198.2, p<0.0001), la media de la distancia
recorrida (F(2,72=45.0, p<0.0001), y la media de la latencia (F»72=11.52, p<0.0001). Cabe
destacar que el enriquecimiento disminuy6 significativamente el nimero de errores (‘nivel
de dificultad’ x ‘tratamiento’: F(;72=5.45, p<0.05, Figura 11A) y la distancia recorrida
(‘nivel de dificultad’ x ‘tratamiento’: F(;72=3.92, p<0.05, Figura 11B) en los problemas
intermedios y dificiles, mientras que no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos en los problemas faciles. En cuanto a la latencia se encontr6 una tendencia a la
significacion de la interaccion ‘nivel de dificultad’ x ‘sexo’ (F2,72=2.89, p=0.073), ya que
las hembras no aumentaron la latencia de llegada a la meta en los problemas mas dificiles
(Figura 11C). Los analisis post hoc no indicaron diferencias entre los grupos en los errores
cometidos ni en la distancia recorrida en los problemas faciles, pero los animales
enriquecidos realizaron significativamente menos errores y recorrieron menos distancia que
los animales de los grupos control en los problemas con dificultad intermedia (Figura
11A,B). Ademas, los grupos control aumentaron el nimero de errores y la distancia en los
problemas de dificultad intermedia respecto a los problemas faciles, mientras que no se
encontraron diferencias significativas en los grupos enriquecidos. En los problemas
dificiles todos los grupos cometieron un nimero de errores significativamente mayor y
recorrieron mas distancia, pero los machos enriquecidos realizaron significativamente
menos errores y recorrieron menos distancia que el grupo de machos control. En cuanto a la
latencia, las hembras enriquecidas presentaron tiempos menores que los machos

enriquecidos en los problemas intermedios, mientras que en los problemas dificiles fue el
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grupo de machos control el que mostrd los tiempos mas elevados en comparacion con el

resto de grupos (Figura 11C).
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Figura 11. Media + EE de los errores (A), distancia recorrida (B) y latencia (C) en los problemas
faciles (1,3,4 y 12), intermedios (2,6,8,9,10 y 11) y dificiles(5 y 7) del laberinto Hebb-Williams, de
los diferentes grupos experimentales: machos control (CM), machos enriquecidos (EM), hembras
control (CF) y hembras enriquecidas (EF). @ P<0.05 respecto al mismo grupo en los problemas
faciles, * P<0.05 respecto al grupo indicado.
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Ejecucidn a lo largo de los 6 ensayos en cada problema

Otra forma de analizar la ejecucién de los animales en el laberinto Hebb-Williams es
mediante el estudio de los errores cometidos a lo largo de los 6 ensayos de cada problema,
con el fin de analizar el comportamiento de los animales a lo largo de la sesion sin tener en
cuenta el tipo de problema. En la figura 12 se representa la suma de los errores en los 12
problemas del laberinto para cada ensayo. El analisis no mostré diferencias entre grupos en
la curva decreciente que observamos en la grifica (efecto ‘ensayo’: F(s80=79.437,
p<0.001), de manera que todos los grupos disminuyen el nimero de errores a lo largo de los
ensayos dentro de cada sesion. El ANOVA también mostr6 un efecto global de
‘tratamiento’  (F(136=22.836, p<0.001), indicando que, globalmente, los animales
enriquecidos cometieron menos errores que los controles. Concretamente, los animales
enriquecidos realizaron menos errores que los animales control en todos los ensayos menos
en el primero (Figura 11A).

El ANOVA global también mostrd efectos significativos del tratamiento en la distancia
recorrida a lo largo de los 6 ensayos (F(136=30.635, p<0.001), un efecto significativo del
factor intrasujetos ‘ensayo’(F(s150=90.280, p<0.001) y una interaccion ‘ensayo’ X
‘tratamiento’ significativa (F(s,130=2.804, p<0.05); todo ello reflejado por los valores de
distancia mas bajos que presentan los animales enriquecidos a lo largo de los ensayo. Asi,
los animales enriquecidos recorrieron menos distancia que los animales control en todos los
ensayos (Figura 11B)

Seglin lo previsto, los animales resolvian mas rapidamente los problemas a medida que los
ensayos avanzaban, efecto ‘ensayo’ (F(s,130=93.63, p<0.001), sin que aparecieran efectos
significativos en la pendiente de la curva entre los distintos grupos experimentales. El
analisis de los efectos intersujetos mostro efectos globales significativos del ‘tratamiento’
(Fu36=12.692, p<0.001) y del ‘sexo’ (F(136=18.507, p<0.001), mostrando que,
globalmente, los animales enriquecidos y las hembras resolvian los problemas de forma
mas rapida en todos los ensayos. Los analisis de los efectos observados mostraron que las
hembras necesitaron menos tiempo para resolver el laberinto que los machos en todos los
ensayos y el enriquecimiento también disminuy¢ la latencia de llegada a la meta en todos

los ensayos con respecto a los animales control (Figura 11C).
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Figura 12. Media + EE de los errores (A), distancia recorrida (B) y latencia (C) en los ensayos 1-6
de los problemas del laberinto Hebb-Williams, para los diferentes grupos experimentales: machos
control (CM), machos enriquecidos (EM), hembras control (CF) y hembras enriquecidas (EF). *
p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 enriquecidos respecto a grupos control. ® p<0.05, ee p<0.01, eee
p<0.001 machos respecto a hembras.
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4. DISCUSION

Exploracion y discriminacion social

En general los tiempos de exploracion de los machos fueron superiores a los de las hembras
en todos los experimentos realizados, los machos exploraron durante mas tiempo a los
juveniles en los ensayos 1 y 2 de cada prueba. Esto es consistente con otros resultados
obtenidos por otros autores, incluso en circunstancias en que las hembras presentaron
mejores indices de reconocimiento con intervalos de retencion mayores (Bluthe y Dantzer,
1990). Las diferencias de sexo en exploracion podrian estar relacionadas con el dimorfismo
sexual que presenta el sistema vomeronasal del procesamiento de feromonas no volatiles, y
que también estd relacionado con las sefiales olfativas involucradas en la investigacion
social (Bluthe y Dantzer, 1990; Ferguson et al., 2002). Ademas, el hecho de que los
antagonistas de la vasopresina bloqueen tUnicamente en machos la mejora del
reconocimiento que produce la vasopresina periférica en ambos sexos (Bluthe y Dantzer,
1990), sugiere que el reconocimiento social en ratas hembra no estd mediado por la
neurotransmision de la vasopresina, e indica que diferentes sistemas pueden subyacer en la
interaccion y el reconocimiento social en machos y hembras.

Por otro lado, de entre las variables que afectan al reconocimiento social, parece ser que la
eleccion del estimulo social es critico, y aunque segin los resultados obtenidos en los
experimentos iniciales (Thor y Holloway, 1982) se recomendd utilizar machos juveniles
porque parecian ser estimulos relativamente neutros que provocan el minimo nimero de
respuestas sexuales y agresivas, Ferguson et al. (2002) demostraron que también pueden
utilizarse como estimulos sociales validos a machos y hembras adultos, si bien, la
utilizacion de hembras ovaricectomizadas o machos juveniles parece ser la mejor eleccion
para evaluar este tipo de memoria (Engelmann et al., 1995; Winslow y Camacho, 1995).
Asi, con respecto a los estimulos sociales, nuestros resultados indicaron que las diferencias
sexuales en los patrones de exploracion se acentuaron cuando se utilizaron juveniles
hembra. Los machos adultos mostraron un interés social mayor hacia los juveniles hembra
en comparacion con las hembras adultas, quienes mostraron el mismo interés por los
juveniles macho y hembra. En el estudio de Reeb y Tang (2005) se encontré que las
hembras mostraron mas interés en investigar a individuos de su mismo sexo, pero en este
caso no se utilizaron ratas juveniles sino ratas de la misma edad, con lo que se evaluaba la

interaccion reciproca. En este estudio las hembras unicamente exploraron a hembras y los
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machos exploraron a machos, con lo que no se compar¢ diferencialmente la preferencia por
uno u otro sexo. Aunque en nuestros experimentos tampoco comparamos directamente en
un unico experimento las diferencias de exploracion segun el sexo del juvenil sino que
realizamos dos experimentos separados, con lo que no podemos descartar efectos debidos al
orden de presentacion, ya que en el primer experimento utilizamos juveniles macho y en el
segundo juveniles hembra. Tal vez, aunque machos y hembras difieren en cuanto a su
motivaciéon por la interaccion social, se necesitan mas estudios utilizando diferentes
estimulos sociales para entender el significado de estas diferencias.

El resultado mas destacable de los experimentos de discriminacion social fue que el
enriquecimiento modifico los patrones de investigacion social de las ratas de forma
diferente en funcion del sexo.

El grupo de machos enriquecidos comparados con los machos control mostré un
incremento en los tiempos de exploracion hacia el juvenil en el segundo ensayo mientras
que no se produjo ningun cambio en las hembras enriquecidas comparadas con las
controles. Esto es, el enriquecimiento aumentd las diferencias de sexo que aparecen en los
patrones de exploracion de los animales control no enriquecidos, siendo los machos quienes
exploraban mas los estimulos sociales que las hembras. Ello sugiere que los patrones de
interaccion social de los machos tienen una mayor sensibilidad a los efectos del
enriquecimiento que los de las hembras. Hasta el momento no hay estudios que hayan
evaluado los efectos del EA en este paradigma de memoria social, no obstante y aunque
estudios previos han encontrado que machos y hembras responden de forma similar al
enriquecimiento (Seymoure et al., 1996; Bardo et al., 2001), otros estudios encuentran que
los efectos del enriquecimiento parecen ser mayores en los machos que en las hembras
(Juraska, 1984; Elliot y Grunberg, 2005). Ademas, en el estudio de Reeb y Tang (2005) se
estudiaron los efectos diferenciales del procedimiento de exposicion postnatal a la novedad
en funcion del sexo mediante el paradigma del reconocimiento social, y encontraron que los
machos presentaron mayor sensibilidad a este tipo de estimulaciéon temprana que las
hembras de forma consistente con otros trabajos de estos autores (Tang et al., 2003). No
encontraron diferencias entre las hembras en los patrones temporales de habituacion a la
exploracion social mientras que en los machos la exposicion postnatal a la novedad acelerd
la habituacion, mostrando que machos y hembras responden de forma diferente a este tipo

de estimulacion temprana.
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Con respecto a la discriminacion social, en el presente trabajo los datos de los resultados
del Estudio I mostraron que todos los grupos de animales adultos exploraron a los juveniles
nuevos mas que a los conocidos independientemente del sexo del juvenil, y que no se
produjeron dificultades de reconocimiento durante el segundo encuentro. En cambio, en el
experimento 7, donde el intervalo inter-ensayos fue de 30 minutos, ninguno de los grupos
experimentales mostrd reconocimiento, los animales no fueron capaces de discriminar entre
el juvenil presentado previamente y el juvenil nuevo en la segunda exposicion
independientemente del tratamiento. Debemos comentar que en el Estudio I los animales
tenian 15-16 semanas de edad y solo hacia 3 semanas que el tratamiento de EA habia
finalizado, en cambio en el Estudio II los animales tenian 27-28 semanas de edad y el EA
habia acabado a las 16 semanas. Ademas, en el Estudio I el tratamiento tuvo una duracion
de 8 semanas, mientras que en el Estudio II el enriquecimiento se extendi6 a 12 semanas.

Normalmente, una rata adulta reconoce al juvenil 30 minutos después de la presentacion
pero no suele mostrar reconocimiento tras 120 minutos, con lo que se establece el intervalo
inter-ensayos de 30 minutos como la medida estandar de reconocimiento social (Dantzer et
al., 1987; Burman y Mendl, 2000). Pero en ocasiones, no aparece reconocimiento tras este
intervalo de tiempo, sobretodo en ratas jovenes sexualmente inexpertas (Engelmann et al.,
1995). Por ejemplo, en el estudio de Reijmers et al. (2001b), donde evaluaron
reconocimiento mediante el paradigma de la discriminacion social utilizando intervalos
inter-ensayos de 25 y 15 minutos, a pesar de hallar reconocimiento con los dos intervalos,
este fue mucho mas acusado cuando se evaludé reconocimiento 15 minutos después de la
primera exposicion. De hecho, el fallo en reconocimiento tras 30 minutos de intervalo inter-
ensayos no es un hecho asilado. Becker y Grecksch (2000) indican que en estudios
preliminares no encontraron diferencias entre el primer y segundo encuentro mediante el
paradigma de reconocimiento cuando el intervalo de tiempo era mayor de 30 minutos,
utilizando ratas Sprague-Dawley de 3 meses de edad. En otro estudio de estos autores,
utilizando ratas de 1 afio de edad tampoco se encontré reconocimiento utilizando un
intervalo inter-ensayos de 30 minutos pero si aparecié reconocimiento utilizando un
intervalo inter-ensayos de 15 minutos, sugiriendo que se necesitan intervalos de tiempo mas
cortos para detectar memoria social cuando las ratas tienen una edad avanzada, ya que el
fallo en el reconocimiento puede representar déficits de memoria especificos asociados a la
edad. De hecho, la diferencia de edad entre los animales de los dos estudios en el momento

de realizar los experimentos de discriminacidén social, nos sugiere que quizas el fallo de
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discriminacion generalizada a todos los grupos experimentales utilizando un intervalo inter-
ensayos de 30 minutos en el Estudio II se deba a algtn tipo de alteracion cognitiva asociada
a la edad y especifica de esta tarea, como sugieren los resultados de estos autores (Becker y
Grecksch, 2000). Aunque, otros factores también pueden haber interferido con la formacion
de este tipo de memoria a corto plazo, como son la falta de motivacion por el contacto
social, lo cual se veria reflejado en una disminucion en el tiempo total de exploracion de la
segunda exposicion con respecto a la primera; ademas en este experimento todos los
grupos, excepto el de machos enriquecidos, redujeron los tiempos de exploracion hacia los
juveniles en el segundo ensayo de la prueba, lo cual concuerda con la hipotesis de que una
reducciéon en la motivacion por la exploracion social podria afectar los resultados
(Engelmann et al., 1995).

Debido al fallo de reconocimiento por parte de los animales del estudio II de 7 meses
cuando utilizamos un intervalo inter-ensayos de 30 minutos decidimos repetir la prueba una
semana mas tarde reduciendo el intervalo inter-ensayos a 15 minutos (Experimento 8). En
este experimento observamos que los machos presentaron mayores niveles de exploracion
que las hembras durante la primera y la segunda exposicion a los juveniles, con lo cual se
replicaban los experimentos 1 y 2 de Estudio I. De nuevo encontramos el mismo patron
diferencial de exploracion producido por el EA en machos y hembras que habiamos
observado en los experimentos anteriores del Estudio I. Por un lado, obtuvimos diferencias
de reconocimiento en funcion del sexo entre los grupos control, de manera que los machos
control exploraron por igual a los juveniles nuevo y conocido durante el segundo ensayo,
sin que mostraran reconocimiento social, mientras que las hembras control dedicaron un
tiempo significativamente mayor a explorar al juvenil nuevo en comparacion al conocido,
lo cual nos indico6 que el nivel de discriminacion de las hembras era correcto. En cambio, el
patron de exploracion que presentaban los animales enriquecidos era el inverso, los machos
enriquecidos dedicaron mas tiempo a explorar al juvenil nuevo que al conocido en el
segundo ensayo mientras que las hembras enriquecidas mostraron niveles de exploracion
similares hacia los dos juveniles en esta segunda exposicion. Asi, el enriquecimiento
mejoro la discriminacidn social en los machos, al tiempo que en las hembras invertia los
pardmetros influyendo negativamente en el indice de discriminacion. Por ultimo, el analisis
de los tiempos de exploracion totales durante el primer ensayo y el segundo no descubrid
un descenso significativo en el tiempo invertido en la exploracion social de los animales

adultos por lo que podemos descartar otros posibles efectos de habituacion a la exploracion,

104



Primer bloque experimental

falta de motivacion por la interaccion social que parecen estar presentes en el experimento

7.

Como conclusion de los resultados obtenidos en los experimentos de discriminacion social
podemos afirmar que en general observamos diferencias entre la conducta de exploracion
social de machos y hembras, siendo los machos quienes dedicaron mas tiempo a
interaccionar con los juveniles. Ademas, el enriquecimiento ambiental provoco efectos
diferentes sobre la conducta de machos y hembras, alteré el patrén de investigacion
observado en ambos sexos, aumentando los tiempos de interaccion social y mejorando el
indice de discriminacion en los machos mientras que disminuyd la interaccion y la

discriminacién de las hembras.

Evaluacion de la exploracion, emotividad y respuesta hormonal

Conducta ansiosa en el Laberinto Elevado en Cruz

A pesar de los efectos diferenciales del EA en funcién del sexo que observamos en la
conducta social, parece ser que el tratamiento afectd de la misma forma la conducta de los
machos y las hembras en el laberinto elevado en cruz. Esta prueba es muy utilizada para
evaluar la conducta ansiosa de roedores, de manera que la conducta en los brazos abiertos
es indicativa de menores niveles de emotividad o ansiedad en el animal (Pellow y File,
1986). Mas recientemente, otros autores han incorporado el andlisis de las Ilamadas
variables etoldgicas al estudio global de la conducta en el laberinto elevado, de manera que
las exploraciones verticales hacia arriba y las dirigidas al suelo de la sala, juntamente con
las conductas de acercamiento-alejamiento también aportan informacion, especialmente
cuando se tiene en cuenta en qué parte del laberinto se producen estas conductas. Asi, se
considera que las exploraciones y los estiramientos que se producen en los brazos abiertos
denotan ‘mas riesgo’ que las que se producen en los brazos cerrados del laberinto (Rodgers
y Dalvi, 1997; Wall y Messier, 2001). Los organismos presentan una serie de estrategias
defensivas de evaluacion de riesgo cuando se enfrentan a fuentes potenciales de peligro.
Estas conductas de evaluacion del riesgo consisten en la aproximacion cautelosa por

ejemplo hacia la apertura de tineles, seguida de extensiones con el cuerpo y la cabeza con
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el fin de explorar manteniendo una postura defensiva, generalmente con el cuerpo estirado
y pegado al suelo, con el fin de evaluar posibles peligros en el ambiente con el minimo
riesgo (Rodgers y Dalvi, 1997). El registro de este comportamiento en los diferentes
componentes del laberinto elevado en cruz nos aporta una medida con gran relevancia
etologica en el estudio de la ansiedad en esta prueba.

Con respecto a las diferencias de sexo, las hembras del Estudio I mostraron un incremento
en el nimero de entradas totales y en la distancia recorrida total en comparacion con los
machos, indicando que en general fueron més activas. Las hembras del Estudio II también
mostraron mayores niveles de actividad comparadas con los machos. Ellas recorrieron
distancias mas largas en los brazos cerrados del laberinto y observamos una tendencia
significativa en el mismo sentido con respecto a la variable distancia total recorrida.
Asimismo, también realizaron mds incorporaciones verticales que los machos y la latencia
de entrada en los brazos cerrados fue mas pequefia que la de los machos. Todo ello
confirma que las hembras muestran consistentemente una mayor actividad motora en una
situacion de novedad como es el laberinto elevado en cruz, lo cual es consistente con otros
trabajos previos que también reportan efectos significativos del sexo, de modo que las
hembras son mas activas que los machos (Gray, 1971; Lehmann et al., 1999b; Aguilar et
al., 2003).

En el Estudio I, el enriquecimiento aumento el porcentaje de entradas en los brazos abiertos
sin afectar el nimero total de entradas o la distancia total recorrida en el laberinto. Ademas,
al analizar la distancia recorrida en las pruebas de discriminacion social tampoco
detectamos diferencias significativas (datos que no se muestran), sugiriendo que la
administraciéon de nuestro procedimiento de EA durante 8 y 12 semanas no comportd un
incremento de la actividad durante la realizacion de estas pruebas conductuales. Este
resultado indic6 una reduccion general de la emotividad, efecto que es consistente con otros
trabajos (Escorihuela et al., 1999; Francis et al., 2002), aunque otros autores han reportado
un aumento de la emotividad en el laberinto como resultado del enriquecimiento (Zhu et al.,
2006). Al ampliar la duracion del tratamiento de enriquecimiento ambiental a 12 semanas
esperabamos obtener efectos mas contundentes de reduccion de la ansiedad en el laberinto
elevado en cruz. El EA demostrd ser una intervencion eficaz en la disminuciéon de la
emotividad de los animales en esta prueba, aumentando el nimero de entradas y la distancia
recorrida en los brazos abiertos del laberinto, por lo tanto mostrando efectos mas robustos

que en el experimento previo, indicando que tal vez la duracion del tratamiento de EA es
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una variable importante y que aporta mayor consistencia a los resultados. Sin embargo, en
ninguno de los dos experimentos encontramos diferencias significativas entre grupos en el
porcentaje de tiempo en los brazos abiertos del laberinto, que es otra de las variables
principales que indican una clara reduccidon en la ansiedad, aunque en otros trabajos
tampoco obtienen diferencias significativas entre animales enriquecidos y controles en el
niamero de entradas ni en tiempo de permanencia en los brazos abiertos, y no obstante
encuentran que el tratamiento produce una disminucion de la ansiedad en los ratones,
aumentando el numero de entradas en los brazos cerrados del laberinto (Roy et al., 2001).
Por otro lado, también se ha sugerido que la disminucién en emotividad que se observa
frecuentemente en los animales enriquecidos en pruebas clésicas de ansiedad puede
explicarse mas en términos de reduccion de la fobia a la novedad, y consecuentemente, un
aumento en la motivacion por explorar los espacios nuevos (Fernandez-Teruel et al., 1997;
Roy et al., 2001). A este respecto, en el experimento del laberinto elevado del estudio II
otras conductas exploratorias denominadas ‘etologicas’ como las incorporaciones verticales
(rearings) y que denotan evaluacion del riesgo, como las posturas de estiramiento
(‘stretchings’).

El EA aument6 el numero de incorporaciones verticales (rearings) en el laberinto y
especificamente las aument6 en las zonas desprotegidas de este (brazos abiertos y centro) y
aumentd el nimero de posturas de evaluacion del riesgo o estiramientos en los brazos
abiertos hacia lugares mas alejados, mostrando una conducta mas valiente, o mas curiosa
(novelty seeking) y en cambio presentdé menores valores de esta conducta en los brazos
cerrados hacia los brazos abiertos del laberinto comparados con los animales control, que
podemos considerar como una actitud mas defensiva y con un mayor componente de

ansiedad (Wall y Messier, 2001).

Podemos concluir que las hembras, independientemente del tratamiento, fueron mas activas
que los machos en el laberinto elevado en cruz; el enriquecimiento aument6 las entradas en
los brazos abiertos y las conductas exploratorias de riesgo, lo cual, en conjunto, puede
interpretarse en términos de reduccion de la ansiedad y/o aumento de la actividad
exploratoria en situaciones de novedad. Por Ultimo, y a diferencia de los resultados
obtenidos en las pruebas de interaccion y discriminacién social, el tratamiento de EA no

produce efectos diferenciales en funcion del sexo en el laberinto elevado en cruz.
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Exploracién en la Tabla de Agujerosy actividad eje HPA

La tabla de agujeros es una prueba que se aprovecha de la tendencia natural de las ratas a
explorar los agujeros del suelo. Aunque esta prueba evalia la curiosidad del animal y su
conducta depende de la actividad inespecifica, también presenta un componente de
reactividad debido a la novedad de la situacion en el que claramente estan implicados
factores emocionales y a menudo es utilizada como situacion experimental inductora de
novedad ante la cual se evalua la respuesta del eje HPA (Marquez et al., 2005). Por esto,
ademas de analizar la exploracion de los animales, decidimos evaluar el grado de estrés

asociado a la exposicion a esta prueba mediante el estudio de la reactividad del eje HPA.

- Conducta exploratoria

De nuevo, aparecieron diferencias de sexo, en la actividad motora, las hembras recorrieron
mayores distancias que los machos durante la prueba, lo que va en la misma direccion que
los datos obtenidos en el laberinto elevado en cruz, y que apuntan consistentemente a una
mayor actividad de las hembras ante situaciones de novedad. El nimero de defecaciones
fue globalmente menor en las hembras en comparacion con los machos, lo cual sugiere una
disminucién de la emotividad (Aguilar et al., 2003).

Globalmente, el enriquecimiento aumentd la exploracion de los animales en los agujeros
durante los primeros minutos de la prueba. Los animales enriquecidos realizaron un mayor
nimero de exploraciones (head dips) y dedicaron mas tiempo a explorar los agujeros que
los animales control durante los primeros minutos de exposicion al ambiente nuevo. El
analisis de los datos indico6 que los animales control mostraron una inhibicion de la
conducta exploratoria durante los dos primeros minutos, lo cual podria deberse a una mayor
reactividad inicial ante la situacién de novedad. Asimismo, aunque los valores totales de la
conducta exploratoria no difieren entre los grupos, el enriquecimiento también aumentd
significativamente el nimero de incorporaciones verticales. Estos datos son consistentes
con los resultados obtenidos en nuestro laboratorio en estudios previos, en donde
observamos que el EA aumentaba la conducta exploratoria en machos Sprague-Dawley
(Escorihuela et al., 1994a,b), y machos de las cepas romanas (Fernandez-Teruel et al.,
1992, 1997, 2002a). Datos de otros autores también son consistentes con un aumento de la

conducta exploratoria de los animales enriquecidos respecto a los controles en otro tipo de
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pruebas como el campo abierto en la tabla de agujeros, incluso en ratas que habian sido

expuestas prenatalmente a acido valproico, un modelo de autismo (Schneider et al., 2006).

- Reactividad del eje HPA
Intervenciones durante la infancia, como el estrés prenatal o la separacion maternal han
demostrado provocar alteraciones tanto conductuales como en la respuesta hormonal de
estrés (Lehmann et al., 1999a; Wigger y Neumann, 1999; Finamore y Port, 2000).
Claramente, la exposicion a un ambiente enriquecido durante etapas tempranas de la vida
del organismo también provoca efectos duraderos. Es importante estudiar si el tratamiento
de EA produce diferencias en la reactividad del eje HPA durante la etapa adulta.
Cuando estudiamos la respuesta hormonal tras la exposicion de 5 minutos a la tabla de
agujeros, observamos que el enriquecimiento ambiental provocd una disminucion
significativa de los niveles de corticosterona en machos y hembras, sin que aparecieran
efectos significativos del EA en los niveles de ACTH posteriores a la tabla de agujeros. El
tratamiento no afecto los niveles basales de corticosterona y ACTH, aunque algunos autores
han mostrado que los niveles basales de ACTH y corticosterona no parecen estar
relacionados con la reactividad del eje HPA al estrés (Marquez et al., 2005).
En concordancia con estudios previos, las hembras mostraron mayores niveles de ACTH y
corticosterona, tanto basales como en respuesta a la situacion estresante (Rhodes y Rubin,
1999; Rhodes et al., 2002).
El hecho de que el tratamiento de EA haya disminuido la respuesta de corticosterona ante
esta prueba que envuelve cierto componente ansiogénico es consistente con otros estudio,
por ejemplo, en un estudio con ratones BALB/c no se encontraron diferencias en los
niveles de corticosterona basal entre enriquecidos y controles, ni en las respuestas
conductuales ante la exposicion a un olor de depredador (gato) en la jaula de los animales,
sin embargo, la respuesta de corticosterona en respuesta a este tipo de estrés fue menor en
el grupo de ratones enriquecidos respecto a los animales control (Roy et al., 2001).
El EA también muestra efectos beneficiosos revertiendo los déficits causados por el estrés
prenatal y la separacion materna en la actividad del eje HPA. En el estudio de Morley-
Fletcher et al. (2003) el enriquecimiento aument6 las conductas sociales de juego en ratas
adolescentes y redujo la reactividad del eje HPA en ratas que habian sufrido estrés prenatal.
Francis et al. (2002) criaron a las ratas en una situacion de EA desde el destete hasta el dia

70 de vida y encontraron que el tratamiento de enriquecimiento revirtid los efectos de la
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separacion maternal (3h/dia, 2-14 dias de vida) en el eje HPA y las respuestas conductuales
al estrés, sin modificar los niveles de expresion de mRNA de CRF en el nucleo
paraventricular del hipotalamo. Los niveles de corticosterona durante y tras el estrés agudo
por inmovilizaciéon fue significativamente menor en las ratas que habian recibido handling
postnatal (H) respecto a las ratas que habian recibido separacion maternal (MS), pero no
respecto a las ratas MS+EA. En el campo abierto, las ratas MS mostraron una exploracion
disminuida mientras que las H y MS+EA dedicaron mas tiempo a explorar la zona central
del aparato que las ratas MS controles. En el paradigma de la neofobia alimentaria, las MS
presentaron una mayor latencia de empezar a comer en un ambiente nuevo tras 24 horas de
privacion de comida que las ratas H o MS+EA. Este estudio mostr6é que el EA durante la
adolescencia revirtid los efectos de la separacion maternal en el eje HPA y en las respuestas
conductuales al estrés (Francis et al., 2002).

Otros autores encuentran que ratas macho enriquecidas presentan niveles basales y en
respuesta a estrés agudo por inmovilizacion similares de ACTH y CORT que animales
aislados (Schrijver et al., 2002). E incluso en el estudio de Moncek et al. (2004) vieron que
el EA, consistente en la estabulacion de los animales durante 40 dias en jaulas grandes, en
grupos de 10 individuos, donde los objetos se cambiaban 3 veces a la semana, aumento el
peso de las glandulas adrenales y el contenido de corticosterona adrenal asi como las
concentraciones de corticosterona basal en ratas wistar macho, sugiriendo que las ratas
criadas en un ambiente enriquecido estaban sometidas en cierto modo a un tipo de estrés
cronico. La situacion de enriquecimiento hace que las ratas estén expuestas
permanentemente a una gran variedad de estimulos diferentes en comparacion a las ratas
estabuladas de forma estandar, lo que puede causar activacion hormonal intermitente de
forma fisiologica. Aun asi, otros datos indicaron que las ratas expuestas al enriquecimiento
no desarrollaron las consecuencias negativas para la salud que acompaian al estrés cronico.
En este estudio, el timo no habia involucionado y las concentraciones de testosterona no
habian disminuido. Asi, el hecho de que estos animales no presenten alteraciones negativas
asociadas a la situacion de estrés cronico tal vez indique que el EA puede disminuir las
consecuencias negativas de este tipo de estrés. De hecho, el estrés moderado presentado de
forma predecible y controlada puede ser beneficioso para el individuo y constituir un tipo

de inoculacion ante el estrés (Moncek et al., 2004).
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Respuesta de Sobresalto

Ademas del laberinto elevado en cruz que nos permite estudiar la conducta ansiosa, y de la
respuesta del eje HPA ante una situaciéon de novedad como es la tabla de agujeros, otra
aproximacion distinta que permite analizar la reaccion emocional es el paradigma de la
respuesta de sobresalto. Asi, la intensidad de la respuesta de sobresalto puede
proporcionarnos una medida de la reaccion refleja de ansiedad ante un estimulo
incondicionado y nos permite estudiar si los animales pueden habituarse al estimulo que
produce la respuesta de sobresalto (Faraday, 2002).

No encontramos diferencias de sexo en la magnitud de la respuesta de sobresalto, lo que
contrasta con algunos estudios con ratas Wistar y Sprague-Dawley, que apuntan a una
respuesta de sobresalto mayor en machos que en hembras (Lehmann et al., 1999b; Aguilar
et al., 2003), aunque otro estudio con ratas wistar evaluadas a los 60, 100 o 300 dias de
edad no encontr6 diferencias de sexos en la respuesta de sobresalto (Borrell et al., 2002).
No obstante debemos tener en cuenta que los datos brutos mostraron que los machos
realizaron una mayor respuesta de sobresalto que las hembras, no obstante cuando se
incluy6 el peso de los animales como covariable en el analisis general las diferencias de
sexo desaparecieron. La gran diferencia media de pesos entre los machos y hembras puede
explicar en parte la diferencia observada en los valores brutos de la respuesta de sobresalto
debido a las caracteristicas del sistema de transduccion, a mayor peso del animal mayor
respuesta de sobresalto observada debido a que el sensor detecta un mayor cambio en la
respuesta. No obstante, en los determinados trabajos no se hace referencia a este tipo de
cuestiones técnicas, con lo que no debemos descartar que probablemente, algunas de las
diferencias observadas por algunos autores en cuando a la mayor reactividad de la respuesta
de sobresalto de los machos se deban, en parte, a este tipo de factores que estén
interviniendo en el registro de los resultados, ya que lo que detecta el aparato es un cambio
global en la fuerza que ejerce el animal sobre los mecanismos de deteccion. Este hecho se
halla superado en el estudio con humanos, donde se realizan otro tipo de medidas mas
sutiles, por ejemplo mediante la colocacion de electrodos para el registro electromiografico
de la respuesta de parpadeo (Ludewig et al., 2003) En algunos estudios con humanos no se
han encontrado diferencias en respuesta de sobresalto entre hombres y mujeres (Swerdlow
et al., 1993; Ludewig et al., 2003), e incluso el estudio de Kofler et al. (2001) se encontrd

que los machos realizaban menores respuesta de sobresalto que las hembras, con lo que
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estos resultados con humanos van en el sentido opuesto a los resultados prevenientes de los
estudios con ratas en los que la respuesta global de organismo es medida, con la posible
influencia del peso en los registros.

Nuestro tratamiento de EA no afectd la reactividad en la respuesta de sobresalto, en
consonancia con los resultados de Schneider et al. (2006) que tampoco hall6 diferencias en
esta variable a causa del EA. Se ha visto que otras intervenciones tampoco producen efectos
en la respuesta de sobresalto, como el caso de la separaciéon maternal (Lehmann et al.,
1999a). En el estudio de Lehmann et al. (1999a) las crias fueron separadas de sus madres
durante 24 horas seguidas el dia postnatal 4, o el dia 9 , o el dia 18 y se estudiaron los
efectos derivados de esta intervencion en varios parametros conductuales, entre ellos la
respuesta de sobresalto. Encontraron que el tratamiento de MS no afect6 a la respuesta de
sobresalto, de modo que todos los grupos mostraron la misma reactividad emocional. En
cambio en el estudio de Varty et al. (2000), ratas enriquecidas y ratas aisladas socialmente
presentaban mayores niveles de respuesta de sobresalto comparadas con las ratas controles
estandar. Sorprendentemente, en este estudio no se encontraron diferencias significativas de
habituacion a lo largo de los ensayos, la respuesta se redujo un 53 % en el grupo control
social, un 57% en los animales enriquecidos y un 46 % en el grupo de animales aislados.

En cambio, nosotros no encontramos habituacion de la respuesta de sobresalto en ninguno
de los grupos experimentales a lo largo de las 12 presentaciones iniciales del estimulo de
sobresalto, quizés utilizando una sesion mas larga y disefiada especificamente para medir
habituaciéon mediante la presentacion repetida de estimulos un mayor niimero de veces
podriamos hallar efectos en habituacion. De hecho, hemos de tener en cuenta que en el
estudio de Varty et al. (2000) comentado anteriormente la cantidad de ensayos para calcular
la respuesta de habituacion fue mayor que el realizado en nuestro estudio. Asi, Varty et al.
(2000) midieron la habituacion a la respuesta de sobresalto comparando la respuesta
presentada durante los primeros 6 ensayos respecto a la intensidad de las respuestas durante
los ultimos 6 ensayos de la sesidon, que estaban separados por 24 presentaciones
intercaladas del estimulo de sobresalto. En el estudio de Geyer et al. (1993), el aislamiento
social produjo un déficit en la habituacion de la respuesta de sobresalto, aunque tal vez
diferencias en los pardmetros estimulares o en aspectos mas generales como la duracion de
las sesiones puedan explicar la ausencia de habituacion observada en nuestros animales
independientemente del tratamiento recibido, tal vez utilizando un mayor numero de

ensayos hubiéramos obtenido una habituacion de la respuesta.
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Inhibicion prepulso de la respuesta de sobresalto

Probablemente, uno de los resultados mas controvertidos de esta investigacion aparecio en
esta prueba que evalua los filtros atencionales o sensoriomotores. Globalmente el EA
disminuyo el porcentaje de inhibicion prepulso en machos y hembras respecto a los grupos
control. Esto es, los animales no enriquecidos mostraron niveles significativos de inhibicion
en las tres intensidades de prepulso utilizadas (un 25-30% con el prepulso de 60dB, un 50-
55% con prepulsos de 70dB y un 65-70% con prepulsos de 80dB de intensidad). En
cambio los porcentajes de inhibicion de los animales enriquecidos en los prepulsos de 60 70
y 80dB fueron de 5% (no significativo), 35% y 50-60%, respectivamente. De hecho, los
animales enriquecidos inhibieron significativamente menos que los control en las en los
ensayos con prepulsos 60 y 80, no observandose diferencias significativas entre los grupos
con el prepulso de intensidad maxima.

Globalmente tampoco encontramos diferencias de sexo en los valores de PPI mostrados por
los diferentes grupos experimentales. A este respecto, la literatura ofrece resultados
contradictorios. Algunos autores encuentran un aumento en el PPI en ratas macho respecto
de las hembras (Faraday et al., 1999; Lehmann et al., 2000), mientras que otros no hallan
diferencias de PPI en funcién del sexo (Swerdlow et al., 1993; Ellenbroek et al., 1998). Y
en otro estudio donde las ratas son expuestas a una toxina prenatal no se encontraron
diferencias de sexo en el porcentaje de inhibicion prepulso aunque si en la edad de
aparicion de los déficit en ratas, las hembras presentaron mas tarde las alteraciones en PPI
que los machos, lo que se parece a las diferencias sexuales en cuanto a edad de aparicion de
los sintomas de la esquizofrenia (Borrell et al., 2002).

Aunque la medida de la respuesta de sobresalto y del PPI se realice en una tnica sesion
debemos tener en cuenta que son fendmenos diferentes y que los efectos en PPI son
disociables de la reactividad al estimulo de sobresalto (Bakshi y Geyer, 1999; Varty et al.,
2000).

Hasta ahora, diversas evidencias experimentales indican que modificaciones ambientales
afectan el PPI, siendo la mas relevante de todas ellas el aislamiento social durante el
periodo juvenil y la adultez temprana (desde el destete hasta los 3 meses de edad), que
provoca una disminucion mas contundente y duradera en el PPI (Geyer et al., 1993; Bakshi

y Geyer, 1999; Powell et al., 2002), aunque otros procedimientos como la privacion
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maternal durante la lactancia también altera el PPI (Ellenbroek y Cools, 2002). El presente
estudio llega a la misma conclusion pero mediante una manipulacion ambiental
completamente opuesta a estos procedimientos de privacion social y ambientes
empobrecidos, basada en un aumento de estimulos sensoriales y sociales durante el
desarrollo del sujeto enriquecido. Los resultados obtenidos en PPI mediante el aislamiento
social parecen ser muy consistentes, hasta el punto de utilizarse como un modelo para
provocar en ratas determinadas alteraciones conductuales que se observan en varios
trastornos psicopatoldgicos, como por ejemplo la esquizofrenia.

Asi, dos de los efectos mas importantes que se estudian como consecuencia del aislamiento
social en ratas son los déficit en filtros sensoriales y el incremento en la actividad
locomotora (Powell et al., 2002). En este contexto, el filtro sensoriomotor se refiere
concretamente a la capacidad de suprimir una respuesta motora en base a la deteccion de un
estimulo sensorial normalmente acustico o luminico. Un déficit en este filtro sensoriomotor
puede verse reflejado en trastornos de inhibicidbn que provocarian la fragmentacion
cognitiva y la sobreestimulacién sensorial que presentan los pacientes esquizofrénicos.
Paradojicamente, encontramos que nuestros resultados replican los observados en animales
aislados (Varty et al., 2000). En el estudio de Varty se obtuvo de nuevo una disminucion
del PPI en ratas a causa del aislamiento social, sin embargo las ratas enriquecidas mostraron
niveles similares de PPI que las control estandar (Varty et al., 2000).

Aunque también hay estudios que no encuentran los déficit de PPI en ratas aisladas
(Finamore y Port, 2000) e incluso que encuentran un aumento en el PPI por un tratamiento
de aislamiento social de 10 dias junto con una mayor reactividad emocional (Nunes
Mamede Rosa et al., 2005). Asimismo el paradigma de separacion maternal tampoco parece
obtener resultados consistentes en PPI, no obteniendo diferencias entre animales separados
maternalmente y controles (Finamore y Port, 2000; Lehmann et al., 2000).

Por otro lado, hay otros efectos comunes entre manipulaciones tan opuestas como el EA y
el aislamiento social. Por ejemplo, tanto las ratas enriquecidas como las aisladas en
comparacion con las control estabuladas de forma social en grupos de 2-3 en jaulas
estandar muestran un incremento de la actividad locomotora y de las estereotipias inducidas
por anfetamina, ademds de un aumento de la dopamina en la corteza cerebral (Bowling y
Bardo, 1994). Esto ultimo es especialmente relevante porque se sabe que de entre las vias
implicadas en la regulacion del filtraje sensorial medido mediante el paradigma de PPI, las

proyecciones dopaminérgicas al nicleo accumbens y al mPFC son de gran importancia.
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Parece que la regulacion del filtro sensorial por parte del mPFC requiere de niveles optimos
de transmisiéon dopaminérgica, de manera que los déficit en PPI pueden deberse a
demasiada o a escasa activacion dopaminérgica, resultando una forma de U invertida para
los niveles optimos de actividad de la DA a nivel del mPFC (Zhang et al., 2005). De
momento sabemos que el enriquecimiento y aislamiento producen alteraciones en DA
mesocortical y en la corteza prefrontal medial (mPFC) (Zhang et al., 2005). Por ello, el
estudio de los cambios neuroquimicos en la actividad dopaminérgica en el mPFC de
animales enriquecidos y aislados en comparaciéon con grupos de animales criados en
condiciones sociales en jaulas estandar aportaria datos relevantes a esa hipotesis y a los
mecanismos de accion relacionados con los efectos de estos tratamientos y con la
disminucioén de la inhibicion prepulso.

Por otro lado, hay estudios donde parece que, en general, el tratamiento de EA no causa
efectos de PPI en ratas que no han sufrido ninguna lesién, pero atentian los déficit
observados en ratas que han sufrido algin tipo de dafio. Por ejemplo, Schneider et al.
(2006) han mostrado que ratas Wistar macho espuestas en el dia 12.5 de gestacion
(periodo prenatal) al 4cido valproico (VPA) muestran una serie de alteraciones
conductuales que recuerdan al trastorno autista, como son: menor sensibilidad al dolor, alta
sensibilidad a estimulos no dolorosos, disminucion de la inhibicion prepulso, hiperactividad
locomotora con estereotipias, disminucion de la actividad exploratoria social y latencia
incrementada para conductas sociales.

En contraste con nuestros resultados, el tratamiento de EA ha demostrado ser eficaz
atenuando el déficit en PPI observados en estas ratas. El grupo VPA enriquecido presentd
un 20% de inhibiciéon prepulso, mientras que el grupo VPA control no mostr6 inhibicion
ante el estimulo prepulso de 75dB. Sin embargo, en este estudio los grupos control y cotrol-
enriquecido no presentaron diferencia en el porcentaje de inhbicion prepulso (Schneider et
al., 2006). En estos estudios, parece que en general, el tratamiento de EA no causa efectos
de PPI en ratas que no han sufrido ninguna lesion, pero atenuaria los déficit observados en
ratas que han sufrido algun tipo de dafio, como las ratas del modelo de acido valproico.
Tampoco debemos obviar otros factores que pueden haber causado estos déficits de PPI en
nuestras ratas enriquecidas. Por ejemplo, en un estudio de Weiss et al. (1999) se vio que el
simple hecho de estabular los animales en grupos de forma social estandar con una rejlla en
el suelo en vez de viruta, bastd para provocar déficits en PPI. Los autores de este estudio

sugerian la posibilidad que el suelo de rejilla podria haber actuado como una forma de
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estrés cronico de intensidad intermedia, suficiente para provocar el déficit observado en
PPI. Debemos tener en cuenta que después del destete, nuestras ratas enriquecidas, pasan a
vivir en las jaulas grandes donde el suelo es de rejilla, y tal vez, este haya sido un factor que
puede haber influido creando cierto estrés a los animales de forma cronica, a diferencia de
los animales control criados en jaulas estandar en contacto directo con la viruta del suelo.
Sin embargo, a este respecto, los datos obtenidos en el laberinto elevado en cruz, en la tabla

de agujeros y en la respuesta del eje HPA no corroboran esta hipotesis.

Laberinto Hebb-Williams

El laberinto Hebb-Williams ha sido utilizado frecuentemente para detectar cambios en las
funciones cognitivas como resultado del tratamiento de enriquecimiento (Winokur, 1998;
Kobayashi et al., 2002). Los resultados obtenidos en esta prueba indicaron que: i) las
hembras realizaron un nimero menor de sesiones de entrenamiento que los machos hasta el
inicio de las sesiones de resolucion de los problemas; ii) no observamos diferencias entre
sexos en la resolucion de los problemas; iii) el tratamiento de EA mejordé la ejecucion de los
problemas del laberinto en machos y hembras respecto a los animales control.
Tradicionalmente, en este laberinto se han medido Unicamente el niimero de errores
cometidos por los animales, mientras que en nuestro trabajo hemos medido también otras
variables que se tienen en cuenta en otros estudios sobre aprendizaje espacial, como son las
latencias y las distancias recorridas. En general la variable sexo afecta significativamente en
los resultados de latencia, probablemente esto indica una diferencia en la velocidad de
carrera entre machos y hembras y no tanto diferencias en rendimiento cognitivo.

Ademas los efectos significativos del tratamiento se ven en el numero de errores y las
distancias recorridas, que son las variables tradicionalmente asociadas a la progresion en el
aprendizaje. Asi, el tratamiento de EA mejord la ejecucion de los problemas del laberinto
en machos y hembras respecto a los animales control. Los animales enriquecidos realizaron
un menor numero de errores y necesitaron recorrer menos distancia para llegar a la meta.
Aunque hay estudios que reportan una mejor ejecucion por parte de los machos en tareas
espaciales como el Morris Water Maze (Berger-Sweeney et al., 1995; Perrot-Sinal et al.,
1996), no todos los estudios encontraron diferencias sexuales en habilidad cognitiva en
ratas en el laberinto Hebb-Williams (Das y Broadhurst, 1959). Entre los animales control

tampoco observamos diferencias entre sexos en el numero de errores cometidos a lo largo
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de los problemas. Asimismo, el hecho de que las hembras requirieran un menor nimero de
sesiones de entrenamiento, indica que adquirieron el criterio de aprendizaje mas
répidamente que los machos, mostrando cierta superioridad en la fase de adquisicion de
esta tarea espacial. Este resultado contrasta con el obtenido en el estudio de Stanford y
Brown (2003), donde los ratones enriquecidos macho necesitaron menos sesiones para
llegar a criterio que las hembras enriquecidas, aunque luego no se observaron diferencias
entre sexos durante la ejecucion de los problemas del laberinto. No obstante, en este estudio
tampoco se observaron diferencias de sexos en la adquisicion del laberinto en la version
acuatica, en la que otros componentes motivacionales parecen estar involucrados. Tal vez el
hecho de que las hembras muestren menor reactividad emocional haya podido influir en las
primeras sesiones de entrenamiento y haber acelerado el proceso de aprendizaje, aun asi
nuestras ratas hembra enriquecidas tampoco mostraron una menor emotividad que los
machos en el laberinto elevado en cruz o en la respuesta de sobresalto, al igual que las
hembras control tampoco difirieron de su respectivo grupo de machos, parece ser que este
efecto observado es especifico de esta tarea de aprendizaje compleja. O tal vez las hembras
de nuestro estudio hayan necesitado de menos sesiones de entrenamiento debido a que el
criterio de adquisicion era temporal (<90s) y posteriormente observamos que las hembras
realizaron los problemas presentando menores latencias que los machos. Las hembras
aprendieron mas rapido la tarea, sin embargo cuando se enfrentaron a los 12 problemas
surgieron las diferencias debidas al tratamiento de enriquecimiento y las hembras
enriquecidas resolvieron maés eficazmente el laberinto que las hembras control, pero no
difiriendo de los machos del mismo tratamiento. De nuevo, las hembras fueron mas activas,
en el sentido de que recorrieron la distancia de la salida a la meta en un menor tiempo,
presentando menores latencias que los machos. De hecho el calculo de las velocidades entre
los diferentes grupos experimentales (los datos no se muestran) indicé que las hembras
recorrian mas distancia en menos tiempo que los machos.

En este caso el nivel de actividad no influy6 en el nivel de ejecucion, puesto que no afectd
al numero de errores que cometian ambos grupos de sujetos, puesto que el grupo de
enriquecidos macho también presentd una menor latencia de llegada a la meta respecto al
grupo de controles macho.

Con el objetivo de dar una interpretacion mas funcional y practica de nuestros datos y
siguiendo el procedimientos de Stanford y Brown, (2003) estudiamos cual era el nivel de

dificultad implicito en los problemas a través del andlisis del nimero de errores cometidos
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en da problema parra todos los animales en conjunto. Dividimos los problemas en 3 niveles
de dificultad, de manera que los problemas 1, 3, 4, y 12 fueron los mas faciles, los
problemas 2, 6, 8, 9, 10 y11 fueron los de dificultad intermedia y los problemas 5y 7 los
mas dificiles. Esta clasificacion es ligeramente diferente a la que realizaron Stanford y
Brown (2003), para estos autores los problemas 1, 3, 4 y 12 fueron los faciles, los
problemas 2, 9, 10 y 11 fueron los de dificultad intermedia y los problemas 5, 6, 7 y 8
fueron los mas dificiles. Nuestra clasificacion no difiri6 de la de estos autores en los
problemas féaciles, pero vemos que la diferencia entre nuestra clasificacion y la de estos
autores se basa en 2 problemas concretos, el 6 y el 8, que nosotros clasificamos como
intermedios, mientras que ellos clasifican como dificiles. Cuando dividimos los problemas
en funcion del grado de dificultad observamos que los animales enriquecidos no diferian de
los controles en los problemas faciles, en cambio a medida que aumentaba el nivel de
dificultad de los problemas, los animales enriquecidos mostraron ser superiores a los
controles. Estos efectos pueden ser debidos a un efecto tierra en los problemas faciles
porque los enriquecidos no pueden mejorar mas el rendimiento o a un efecto techo en los
problemas intermedios y dificiles, donde los animales control llegan a un nivel asintotico
(Renner y Rosenzweig, 1987). Estos resultados son consistentes con otros trabajos, que
muestran que normalmente no se observan efectos del enriquecimiento en tareas
relativamente sencillas, pero si cuando las exigencias de la tarea aumentan (Escorihuela et
al., 1995b; Larsson et al., 2002).

También realizamos otro tipo de analisis con el objetivo de evaluar la memoria de trabajo
mediante el andlisis de la ejecucion a lo largo de la sesion, teniendo en cuenta la evolucion
de los animales entre los ensayos del 1-6, sin embargo no observamos diferencias entre los
grupos en cuanto a la disminuciéon de los errores entre el primer ensayo y el tltimo, todos
los grupos mostrando la misma pendiente de la curva, este hecho también fue observado
por Dell y Rose en 1986 (citado en Renner y Rosenzweig, 1987) entre animales
enriquecidos y aislados, proponiendo que las diferencias entre los animales se debian a una
gjecucion asintdtica por parte de los animales aislados y proponiendo que los animales
enriquecidos realizaron menos errores repetitivos pero que no diferian con los aislados en el
namero de errores iniciales. Tal vez por esta razén no observamos diferencias en nuestros
resultados entre animales enriquecidos y controles en la ejecucion de los problemas faciles,

debido al menor niimero de errores repetitivos, aunque es un dato que no hemos analizado.
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Parece ser que los factores emocionales no influyen en el aprendizaje en el laberinto Hebb-
Williams, como si hace en el laberinto acuatico de Morris. Las diferencias en ejecucion no
parecen ser debidas a distintos niveles de motivacion entre los animales enriquecidos y
controles. Se apunta que bajos niveles de motivacion aumentarian la conducta exploratoria
de los animales y esto interferiria en el resultado, de hecho las medidas de ejecucion
basadas en el tiempo suelen reflejar conductas no encaminadas a la resolucion de
problemas, como la exploracion, mientras que las basadas en errores serian mas validas
reflejando aprendizaje y memoria (Standford y Brown, 2003). Como registramos errores,
distancia recorrida y latencia podemos disociar factores cognitivos y no cognitivos en la
ejecucion del laberinto. El hecho de que en los problemas faciles tanto enriquecidos como
controles recorran la misma distancia para resolver el laberinto apunta a que no hay
diferencias de motivacion entre los animales.

Como vemos, en esta tarea de aprendizaje completa, el tratamiento de enriquecimiento
afect6 de forma positiva a los sujetos, que realizaron la tarea cometiendo un menor niimero
de errores, recorriendo una menor distancia y mostrandose superiores en los problemas que
implicaban una mayor complejidad. Asimismo, hemos de tener en cuenta que cuando los
animales empezaron el entrenamiento en el Hebb-Williams habian transcurrido 10 meses
desde la finalizacion del tratamiento de EA, los animales tenian 14 meses de edad, lo que
sugiere que el enriquecimiento tiene efectos duraderos en tareas de aprendizaje y memoria

complejas, incluso 10 meses después de permanecer estabulados de forma estandar.

5. CONCLUSIONES

1. El enriquecimiento ambiental produjo una disminuciéon de pesos en machos y
hembras respecto a los animales control. Cuando ampliamos la duracion del
tratamiento de EA a 12 semanas (Estudio II) respecto a 8 semanas (Estudio I), los
efectos del enriquecimiento se hicieron mas acentuados en los machos en esta

medida.
2. Los machos mostraron una mayor conducta de exploracion social hacia los

juveniles que las hembras y esta diferencia se acentu6 cuando se utilizaron juveniles

hembra.
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10.

11.

El EA aument6 la exploracion y el reconocimiento social en los machos y los

disminuy6 en las hembras.

Las hembras presentaron mayores niveles de actividad motora como se muestra por
el aumento de la distancia recorrida en el laberinto elevado en cruz y la tabla de
agujeros y por la menor latencia observada en la resolucion de los problemas del

laberinto Hebb-Williams.

El EA disminuy6 la emotividad de machos y hembras como se muestra por la
mayor conducta en los brazos abiertos en el laberinto elevado en cruz, la mayor
exploracion durante los primeros minutos de la exposicion a la tabla de agujeros y la
menor reactividad del eje HPA ante esta Ultima prueba respecto a los animales

control.

El EA no altero los niveles basales de las hormonas ACTH y corticosterona.

Las hembras mostraron mayores niveles de ACTH y corticosterona basales y en

respuesta a la exposicion a la tabla de agujeros con respecto a los machos.

El EA no afectdé a la respuesta ante el estimulo de sobresalto actstico ni la

habituacion de la respuesta.

El EA disminuy6 el porcentaje de inhibicion prepulso en machos y hembras

respecto a los grupos control.

Las hembras mostraron una adquisicion mas rapida del aprendizaje en el laberinto

Hebb-Williams en comparacion con los machos.
El EA mejor6 el aprendizaje espacial en el laberinto Hebb-Williams en machos y

hembras respecto a los animales control: disminuyd el numero de errores, la

distancia recorrida y la latencia de llegada a la meta.

120



III. SEGUNDO BLOQUE EXPERIMENTAL: Estudio de los
efectos del Enriquecimiento Ambiental en la conducta de

autoadministracion de cocaina



Segundo bloque experimental

1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades sobre la adiccion a drogas

La adiccion a drogas es una enfermedad cronica y recurrente con consecuencias médicas,
sociales y politicas evidentes. La adiccion es un trastorno persistente de la funcion del SNC
en la cual se desarrolla un consumo compulsivo de drogas a pesar de las serias
consecuencias negativas para el individuo afectado. De acuerdo con el manual diagndstico
(DSM-1V, Manual diagnostico y estadistico de los trastornos mentales) de la American
Psychiatric Association (APA), los sintomas bésicos de la dependencia a sustancias son: 1)
el desarrollo de tolerancia tras el consumo repetido, 2) la presencia de abstinencia debido a
la retirada de la droga, 3) la escalada en el patron de consumo asociado a la dificultad de
reducir el consumo, 4) el deseo de dejar de consumir, 5) el empleo excesivo de tiempo o
recursos mentales para la obtencion de la sustancia, 6) la reduccion en las actividades
sociales, y 7) la toma de la sustancia a pesar de las consecuencias negativas asociadas al
consumo. Asi, el trastorno adictivo se caracteriza por el uso compulsivo y crénico de la
droga, por la dificultad de dejar de consumir, y por una mayor probabilidad de recaer al
consumo incluso tras largos periodos de abstinencia (Hyman y Malenka, 2001).

La gama de sustancias que pueden generar este tipo de dependencia es amplia, y
actualmente los agentes primarios de abuso son opiaceos, cocaina, anfetaminas, marihuana,
alcohol y nicotina. Un informe realizado por el Observatorio Europeo de las Drogas y las
Toxicomanias (OEDT), calcula que unos 10 millones de europeos, es decir, mas de un 3 %
del total de la poblacion adulta, han consumido cocaina al menos una vez en la vida. Los
porcentajes nacionales de personas que admiten haber consumido esta sustancia varian
entre un 0.5% y un 6%, y a la cabeza de la clasificacion estan Italia (4,6%), Espana (5,9%)
y el Reino Unido (6,1%). Se estima que unos 3,5 millones de adultos han consumido
cocaina durante el ltimo afo, es decir, un 1% del total de la poblacion adulta (OEDT,
2006).

La adiccidon a drogas en un trastorno complejo en el que interactian diversos factores.
Multiples variables genéticas y su interaccion con el ambiente modulan la vulnerabilidad a

la adiccion (kreek et al., 2005), de modo que se hace necesario estudiar los factores de
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riesgo que intervienen en el inicio del consumo de drogas y en la progresion hacia la
adiccion. Ademas, el consumo de drogas provoca cambios neurobioldgicos, y se encuentra
asociado a otros trastornos psiquiatricos y rasgos de personalidad, asi como de respuesta al
estrés. De todas formas, hay que tener en cuenta que no todas las personas que
experimentan con drogas desarrollan adiccion; de hecho, sélo un 15-17 % de los
consumidores de drogas cumplen los criterios definidos en el DSM-IV (Anthony et al.,
1994).

Como comentamos anteriormente, la vulnerabilidad a desarrollar estos patrones de
consumo incontrolado depende de una combinacion de multiples factores, tanto genéticos
como ambientales (Kreek et al., 2005). Mientras que los estudios epidemiologicos muestran
que los factores genéticos contribuyen en un 30-60% a la vulnerabilidad a sufrir adiccion,
ademads se ha visto que existen factores ambientales que influyen en las diferentes etapas
del proceso aditivo, ya sea en la adquisicion o inicio del consumo, en el uso regular y la
dependencia, y también en la tendencia posterior a la recaida, incluso tras largos periodos
de abstinencia (Tsuang et al., 1999).

Aunque la neurobiologia de la adiccidon no se conoce de forma completa, sabemos que para
la cocaina y muchos otros agentes de abuso los efectos adictivos involucran la activacion de
receptores dopaminérgicos en regiones encefalicas criticas que participan en la motivacion
y refuerzo (Koob et al.,, 1998). Las mas importantes de estas areas son el sistema
mesolimbico dopaminérgico, y més especialmente las proyecciones que van desde el area
tegmental ventral hacia el nicleo accumbes. Agentes como la cocaina parecen actuar
elevando las concentraciones de dopamina en estas areas, lo cual hace que este transmisor
se encuentre mas disponible para los receptores al interferir en la recaptaciéon de la
dopamina liberada en la sinapsis mediante su accion en el transportador de la dopamina
(Zhu et al., 2005).

La exposicion cronica a drogas de abuso causa cambios persistentes en el cerebro a
diferentes niveles, incluyendo cambios en la expresion de genes y de sus proteinas
resultantes, asi como en los sistemas neuronales y en la conducta del individuo; por tanto,
establecer los mecanismos implicados en la vulnerabilidad a la adiccion es una tarea crucial
en el disefio de intervenciones preventivas en la comunidad que disminuyan el impacto
social de este trastorno (Kalivas, 2005).

Por ejemplo, uno de los factores ambientales que hace a un individuo mas vulnerable al

abuso de drogas es el estrés, de manera que se ha descrito una gran asociacion entre
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estresores psicosociales durante la infancia y un incremento en el riesgo de sufrir depresion,
ansiedad y abuso de drogas en la etapa adulta (Kendler et al., 2000). Adultos que han
experimentado situaciones de abuso o negligencia durante la infancia presentan un mayor
riesgo de sufrir adiccion a drogas durante la adultez (Dinwiddie et al., 1992). A este
respecto, una forma de estudiar como los efectos de las influencias ambientales durante las
primeras etapas de vida afectan a la vulnerabilidad a la adiccion en la etapa adulta es
mediante el uso de modelos animales, y un modelo animal muy utilizado en el estudio de
las adicciones es el paradigma de la autoadministracion intravenosa de drogas, en el cual el
animal es entrenado a realizar respuestas operantes que resultan en la infusion de la droga a
través de un catéter implantado a nivel intravenoso. Mediante este modelo el sujeto se
autoadministra la cantidad de droga que elige y se evitan otros factores indeseables
asociados a la administracion de la droga por parte del experimentador, como las
inyecciones no contingentes o el procedimiento de las dos botellas donde la palatabilidad
de la sustancia puede influir en el consumo. Por ello, se considera que el paradigma de la
autoadministracion intravenosa es el mas representativo del consumo de drogas en
humanos, y ademads este paradigma permite también el estudios de las distintas fases que
intervienen en el proceso adictivo, como son la adquisiciéon, el mantenimiento, el
incremento en el consumo, la dependencia, la retirada, la recaida y el tratamiento (Carroll et

al., 2004).

1.2. Efectos del EA en la conducta adictiva

Algunos autores han mostrado que el enriquecimiento ambiental durante el desarrollo
también puede influir en la sensibilidad de los animales a las drogas de abuso asi como a la
vulnerabilidad a desarrollar patrones de consumo adictivos (Bowling y Bardo, 1994), pero
hasta el momento hay muy pocos estudios que hayan evaluado los efectos del EA en el
modelo de autoadministracion intravenosa. Bardo et al. (2001) evaluaron la conducta de
autoadministracion de anfetamina intravenosa en ratas macho y hembra que habian sido
criadas en condiciones de aislamiento, en grupos de 8-10 individuos en jaulas estandar y en
grupos en jaulas de enriquecimiento. Las ratas permanecian en estas condiciones desde el
destete y el experimento empez6 a los 51 dias de edad. Observaron que el enriquecimiento
disminuia la autoadministracion de anfetamina a dosis bajas (0.03 mg/kg infusion) en los

machos y en las hembras en comparacion con las ratas aisladas, pero no aparecieron
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diferencias significativas entre las ratas sociales estabuladas en jaulas estandar y las ratas
enriquecidas. En el trabajo de Green y colaboradores (2002) el enriquecimiento también
disminuy0 la autoadministracion de anfetamina en ratas cuando se utilizaron dosis bajas de
droga en programas de razon fija 1 (FR1) (0.006mg/kg infusidon) y de razén progresiva
(PR) (0.02 mg/kg infusidon) en comparacion con las ratas criadas en condiciones de
aislamiento. En cambio las respuestas para dosis elevadas de anfetamina fueron similares
en las dos condiciones de crianza, lo que parece indicar que el enriquecimiento puede
ejercer un papel protector reduciendo el consumo de anfetamina a dosis bajas (Green et al.,
2002).

En relacion al estudio de las otras fases del proceso adictivo en el paradigma de la
autoadministracion de drogas, se ha evaluado la extincion y la recaida en ratas enriquecidas
que se habian autoadministrado anfetamina. Asi, se vio que tras el consumo intravenoso de
anfetamina, las ratas enriquecidas en comparacion con las ratas aisladas, presentaron una
extincion mas rapida y menos sensibilidad al efecto reforzante de la droga en la recaida, de
manera que necesitaron dosis mas altas de anfetamina para volver a reinstaurar el consumo,
lo cual estaba indicando una reduccidn en el incentivo motivacional de la anfetamina (Stairs
et al., 20006).

A pesar de que estos estudios apuntan hacia una disminucién del consumo de anfetamina en
las ratas enriquecidas, los estudios dedicados a examinar los efectos de otro tipo de
sustancias psicotropicas son escasos. Shenk et al. (1987b), compararon el consumo de
cocaina intravenosa entre ratas aisladas y ratas criadas de forma social, y los resultados
indicaron que las ratas aisladas se autoadministraban mas dosis de cocaina con respecto a
las ratas criadas en condiciones sociales. Sin embargo, en el paradigma de las dos botellas
colocadas en la jaula de estabulacion, en donde el animal puede decidir entre consumir el
agua de una botella o la solucién con droga contenida en la otra, se vio que los animales
enriquecidos ingerian mdas cantidad de cocaina que los aislados, mientras que no se
observaron diferencias entre los dos grupos cuando se estudié el consumo de morfina con
respecto al de agua (Hill y Powell, 1976). Ademas, las ratas enriquecidas también muestran
un mayor condicionamiento por preferencia de lugar (CPP) ante la administracion de
anfetamina y de morfina que las ratas aisladas (Bowling y Bardo 1994). Parece ser que, por
lo tanto, los efectos del enriquecimiento ambiental dependen del grupo de referencia con
que se comparen, del tipo de droga estudiada y del paradigma utilizado para medir el

consumo de droga. Por ejemplo, se ha visto que el enriquecimiento ambiental aumenta el
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consumo de alcohol y sacarina en el paradigma de las dos botellas respecto a animales
estabulados en grupos (Rockman et al., 1986,1988; Fernandez-Teruel et al 2002a), pero
disminuye el consumo de barbital respecto a los animales aislados (Zimmerberg y Brett,
1992).

En el estudio de Boyle et al. (1991) no se observaron diferencias en la autoadministracion
de cocaina entre el grupo social y el aislado aun cuando el aumento de la actividad
locomotora tras la inyeccion de cocaina fue mayor en el grupo de animales sociales. Este
resultado sugiri6 que las condiciones de crianza modificaron la sensibilidad de las ratas a
las propiedades estimulantes de la cocaina relacionadas con la estimulacion de la actividad
motora, pero no modificaron las propiedades reforzantes de la cocaina en el paradigma de
la autoadministracion. Esta disociacion entre los efectos estimulantes en la actividad motora
y los efectos reforzantes de las drogas se ha observado también con otros paradigmas y con
otro tipo de sustancias; por ejemplo, la administracion de morfina produce menos
alteraciones locomotoras en animales enriquecidos que en animales aislados; sin embargo,
los animales enriquecidos presentan mayor condicionamiento de preferencia de lugar por la
administracion de agonistas k opioides en comparacion con el grupo de animales que han
sufrido aislamiento (Smith et al., 2003). En el estudio de Gehrke et al. (2006), las ratas
fueron aisladas o enriquecidas desde el destete hasta los 55 dias de vida y entonces se las
tratd con dosis altas de metanfetamina que provocaban una disminucién monoaminérgica
(10 mg/kg cada dos horas, 4 inyecciones en total). Ocho dias después se midieron la
hiperactividad locomotora inducida por la metanfetamina y el condicionamiento de lugar
(0.3 o 1mg/kg); las ratas enriquecidas mostraron un aumento de la actividad motora en
respuesta a la metanfetamina tras sesiones repetidas de condicionamiento, pero este efecto
no se observo en las ratas aisladas. Por contra, las ratas enriquecidas no mostraron
condicionamiento de preferencia de lugar tras la administracion de dosis bajas de
metanfetamina mientras que si aparecio en las ratas aisladas (0.3 mg/kg) sugiriendo que los
efectos reforzantes de la metanfetamina se habian anulado por la combinacién con el
enriquecimiento (Gehrke et al., 2006).

Por otro lado, se ha visto que el enriquecimiento modifica algunos efectos conductuales de
la anfetamina. Asi, la administracién aguda de anfetamina produce un mayor incremento de
la actividad locomotora en las ratas enriquecidas en comparacion con las aisladas (Hill y
Powell, 1976; Bowling et al., 1993; Bowling y Bardo, 1994; Bardo et al., 1999). Aunque,

por el contrario, las ratas enriquecidas comparadas con las ratas aisladas muestran una
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disminucién de la sensibilizacion locomotora en respuesta a inyecciones repetidas de
anfetamina (Bardo et al., 1995; Smith et al., 1997). Por tanto, parece ser que el EA produce
un aumento en los efectos iniciales de la anfetamina mientras que atenua los efectos de la
administracion repetida. Todo ello indica ademdas que la sensibilidad a los efectos agudos
de la droga no parece ser un predictor adecuado del patron de autoadministracion repetida
de la droga.

A nivel neuroquimico, se ha visto que el EA altera el sistema mesolimbico dopaminérgico,
que media los efectos motivacionales o reforzantes de varios tipos de estimulos. Por un
lado, las ratas enriquecidas en comparacion con las ratas aisladas presentan una mayor
utilizacion de glucosa en el nicleo acumbens tras la exposicion a un ambiente nuevo
(Gonzalez-Lima et al., 1994); por otro lado, las ratas enriquecidas fueron mas sensibles que
las ratas aisladas a la disminucion del metabolismo de DA en el nicleo accumbens inducida

por la administracion de anfetamina (Bowling et al., 1993).

1.3. Diferencias de sexo en conducta adictiva

Hombres y mujeres difieren en las respuestas conductuales, bioldgicas y subjetivas a varias
drogas de abuso. Datos clinicos indican que las mujeres inician el consumo de cocaina
antes que los hombres, sufren mds intoxicacion tras niveles similares de consumo de
alcohol y tardan menos tiempo a desarrollar una adiccion a cocaina, opidceos y alcohol que
los hombres (Lex, 1991). Estos resultados clinicos se han replicado en estudios
experimentales con animales de laboratorio. Por ejemplo, utilizando el paradigma de la
autoadministracion, las ratas hembra tienden a ser mas vulnerables a los psicoestimulantes
durante varios estadios del proceso adictivo, como por ejemplo, durante las primeras
sesiones de adquisicion (Lynch y Carroll, 1999; Roth y Carroll, 2004; Jackson et al., 2006),
durante la fase de mantenimiento del consumo, donde las ratas hembra presentan una
transicion mas rapida hacia la toma incontrolada de droga, asi como durante la recaida
(Lynch y Carroll, 2000).

También se ha visto que en ratas y monos los tratamientos conductuales o farmacologicos
reducen el consumo de drogas en mayor proporcion en las hembras en comparacion con los
machos (Campbell et al., 2002; Cosgrove et al., 2002; Cosgrove y Carroll, 2003).

Las razones de las diferencias sexuales en el consumo de drogas no estan claras. En

humanos, se ha visto que las hormonas sexuales contribuyen a estas diferencias de sexo
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(Lynch et al., 2002), pero es posible que también sean un reflejo del cambio en los patrones
socioculturales (Brady y Randall, 1999). Los modelos animales de autoadministracién de
drogas son importantes para ayudar a esclarecer la causa de estas diferencias de sexo en el
uso y abuso de drogas y los procesos en que se sustentan, porque ellos proveen ambientes
controlados de autoadministracion donde se eliminan factores socioculturales y de consumo
previo de otras sustancias. Por ejemplo, es casi imposible estudiar la iniciacioén al uso de
drogas ilegales en humanos, a no ser que sea por la informacion restrospectiva del paciente
o por estudios longitudinales, por lo que los estudios experimentales en animales centrados
en la adquisicion de la autoadministracion de drogas pueden ayudar a determinar los
factores de vulnerabilidad que determinan el inicio del consumo en humanos (Roth et al.,
2004). En el presente trabajo nuestro interés principal fue determinar los efectos
diferenciales de la crianza en un ambiente enriquecido sobre el sexo de los individuos.

Los antecedentes indican que, consistentemente, un mayor porcentaje de ratas hembra
adquieren la conducta de autoadministracion de cocaina (Lynch y Carroll, 1999) y
anfetamina (Roth y Carroll, 2004) y de forma mas rapida comparadas con ratas macho.
Aunque existe algiin dato contradictorio, como en el estudio de Caine et al. (2004) donde
utilizando una dosis mas elevada de droga, paraddjicamente los machos adquirieron la
conducta de autoadministracién de cocaina en menos dias que las hembras.

En la fase de mantenimiento de la conducta de autoadministracion los resultados no parecen
tan consistentes. Por un lado, las hembras consumieron mas cafeina que los machos
(Heppner et al., 1986) y mantuvieron niveles mas altos de autoadministracion de cocaina
que los machos en un programa de reforzamiento de razon fija 1 (FR1) (Lynch y Carroll,
1999). Pero por otro lado, otro estudio mostré que las diferencias de sexos aparecidas en la
fase de adquisicién de autoadministracion de metanfetamina desaparecian en la fase de
mantenimiento con FR1 (Roth y Carroll, 2004). Ademas, el sexo tampoco influyd en la
funcién de la curva dosis-respuesta para autoadministracion de cocaina bajo FR5 en ratas
(Caine et al., 2004). En general, parece que los programas de reforzamiento de razon baja
no son sensibles para detectar diferencias entre sexos en los efectos reforzantes de drogas,
mientras que se observan diferencias de sexo mas acentuadas bajo programas de refuerzo
mas exigentes, como los programas de razén progresiva (PR), en los que cada vez se
requiere un mayor nimero de respuestas para conseguir la dosis de droga. Esto es, las ratas

hembra alcanzaron mayores niveles de respuesta que los machos bajo este tipo de
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programas en la autoadministracion de nicotina (Donny et al., 2000), cocaina (Lynch y
Taylor, 2004) y metanfetamina (Roth y Carroll, 2004).

Otro de los parametros utilizados en la valoracion del grado de severidad de la adiccion es
la pérdida de control y el incremento en el consumo que se observa tras un periodo de
estabilidad en la conducta de autoadministraciéon. Con respecto a esto, algunos resultados
muestran que las ratas hembra presentan una conducta de consumo mas inestable que los
machos (Lynch et al., 2002). En un estudio donde las ratas tuvieron acceso continuado a la
droga las 24 horas del dia durante 7 dias, las hembras se autoadministraron mayores
cantidades de cocaina y mostraron un mayor descontrol en el consumo diurno (Lynch y
Taylor, 2004), asi como una mayor progresion en el consumo en comparacion con los
machos (Ahmed y Koob, 1998, 1999).

Al estudiar la recaida tras un periodo de extincion, las hembras aumentaron la busqueda de
droga (drug-seeking), y tras una inyeccion recuerdo o ‘priming’de cocaina apretaron mas
veces la palanca asociada a droga en comparacion con los machos; ademas, la dosis de
cocaina necesaria para provocar la recaida fue menor en las hembras que en los machos
(Lynch y Carroll, 2000). En otro procedimiento donde se pretendi6 reinstaurar la conducta
de autoadministracion tras un periodo de abstinencia de 10 dias, las hembras presentaron
mayores niveles de respuesta bajo un programa de razon progresiva (PR) que los machos
(Lynch y Taylor, 2004). De los estudios anteriores se desprende que las hembras pueden
adquirir la conducta de autoadministraciéon mas rapidamente y pueden autoadministrarse
dosis mas altas de droga que los machos, al tiempo que parecen ser mas vulnerables que
ellos a recaer en el consumo de drogas psicoestimulantes.

No obstante, las diferencias de sexo en la autoadministracion de opidceos no estdn tan
claras. El estudio de Lynch y Carroll (1999) mostré que las hembras adquirian la conducta
de autoadministracion de heroina intravenosa a través de un nimero de sesiones menor que
los machos, aunque en otro estudio no se encontraron estas diferencias de sexo (Stewart et
al., 1996). En la fase de mantenimiento, las hembras presentaron mayores niveles de
consumo de morfina oral (Hadaway et al., 1979), fentanil oral (Klein et al., 1997) y heroina
intravenosa (Carroll et al., 2001) en comparacion con los machos. Cicero et al. (2003)
también obtuvieron un mayor consumo de heroina y morfina a dosis bajas en ratas hembra
que en ratas macho. Pero otros estudios no han descrito diferencias de sexo en la
administracion de metadona oral en monos (Vivian et al., 1999), y tampoco en la fase de

mantenimiento de la autoadministracion de heroina en ratas, aun cuando se habian
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observado diferencias de sexo durante el periodo de adquisicion (Stewart et al., 1996;
Lynch y Carroll., 1999).

Algunos estudios realizados con monos han encontrado diferencias de sexo en la
adquisicion del consumo de alcohol (Pakarinen et al., 1998). Otros trabajos han descrito
que los monos hembra consumian menos alcohol que los machos en la fase de
mantenimiento en un procedimiento operante (Vivian et al., 2001), pero en el paradigma de
las dos botellas se vio que las hembras consumian alcohol mas frecuentemente que los
monos (Juarez et al., 1993); ademas, este ultimo resultado también se ha replicado en ratas
(Blanchard y Glick, 1995). En otro estudio hecho con ratas, las hembras presentaron una
mayor preferencia por alcohol que los machos y aumentaron su consumo cuando la
concentracion de alcohol en la botella se dobld (de 5% a 10%) mientras que los machos
regularon su consumo (Lancaster y Spiegel, 1992). Parece ser que, en general, las hembras
muestran un consumo mayor de alcohol cuando se utiliza el procedimiento de las dos
botellas en la jaula, pero no siempre se observaba este patréon cuando se utilizan
procedimientos de autoadministracién operante (Vivian et al., 2001).

Cuando intentan establecerse los mecanismos de accion de las diferencias sexuales en los
patrones de consumo de drogas hay que considerar la contribucion de las hormonas
sexuales. Los estudios que han evaluado la implicacion de la testosterona en la conducta
adictiva no obtienen resultados concluyentes (Forgie y Stewart, 1993; Ogilvie y Rivier,
1997); sin embargo, se encuentran resultados mas consistentes cuando se evaluan los
efectos de los estrogenos y la progesterona. Asi por ejemplo, se ha visto que ratas hembra
en la fase de estro, cuando declinan los niveles de estrogeno tras el pico maximo alcanzado
en proestro, escalan el consumo de cocaina en comparacion con las otras fases del ciclo y
presentan un punto de corte mas elevado que los machos en un programa de razon
progresiva (Lynch y Carroll, 2000). Los mismos autores han evaluado el papel de los
estrogenos comparando la adquisicion de autoadministracion de cocaina en ratas hembra
ovariectomizadas con ratas hembra control y observando que el porcentaje de ratas que
adquirian la conducta de autoadministracion era mayor en el grupo control (Lynch et al.,
2001).

A nivel neuroquimico, un efecto comuin de las drogas de abuso es que directa o
indirectamente incrementan los niveles de dopamina en el estriado (Koob et al., 1998), y en
esta region se han descrito diferencias entre sexos (Becker, 1999); por ejemplo, se

estudiaron fragmentos de tejido del estriado ‘in vitro’ y se observd que el relevo de
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dopamina estimulado por anfetamina fue mayor en hembras que en machos (Becker y
Ramirez, 1981). También se han descrito mayores concentraciones de dopamina en otras
areas cerebrales, como la médula, el puente, el talamo y el hipotdlamo en hembras en
comparacion con machos (Das y Chaudhuri, 1995), lo cual sugiere que multiples regiones
del cerebro pueden estar contribuyendo a las diferencias sexuales en el consumo de drogas.
Ademas, en algunos casos se ha comprobado que las diferencias de sexo persisten en la
ausencia de hormonas sexuales, mas concretamente, el funcionamiento de dopamina entre
machos castrados y hembras ovariectomizadas fue significativamente distinto (Castner et
al., 1993; Bazzett y Becker, 1994).

Por ultimo, también comentar que diversos estudios han encontrado diferencias sexuales en
la respuesta a tratamientos encaminados a reducir el consumo de drogas. Por ejemplo, las
ratas hembra responden mejor a tratamientos farmacoldgicos que los machos. Campbell et
al., (2002) encontraron que ratas hembra mostraron mas sensibilidad a los efectos de un
tratamiento con baclofen, un agonista GABAérgico (GABAB), las ratas hembra tratadas con
baclofen adquirieron la autoadministraciéon de cocaina mas lentamente que los machos y
ademas disminuyé el porcentaje de hembras que adquirieron la autoadministracion en
comparacion con los machos, mientras que el grupo de hembras control de este
experimento adquiri6 la autoadministracion en menos sesiones que los machos. También se
ha encontrado que las hembras presentan una mejor respuesta ante tratamientos no
farmacologicos, por ejemplo las ratas hembra presentaron una mayor supresion de la
conducta de autoadministracion de cocaina ante la presencia de un reforzador alternativo
como una rueda de actividad (Cosgrove et al., 2002), e incluso en un experimento con
monos rhesus se encontré que las hembras mostraron una reduccion mayor en el consumo
de PCP que los machos ante la presencia de sacarina como reforzador alternativo, en

programas de refuerzo de dosis bajas (Cosgrove y Carroll, 2003).

1.4. Actividad motora inespecifica

Finalmente, resultados obtenidos por otros autores (Fiala et al., 1977; Black et al., 1989;
Pham et al., 1999; Moncek et al., 2004;), asi como los datos de los Estudios I y II del
presente trabajo muestran que el tratamiento de EA disminuye el peso de los animales de
forma duradera, y se ha sugerido que la disminucion de peso como consecuencia del

enriquecimiento que se observa de manera consistente en estos estudios, especialmente en
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los machos, puede ser debida principalmente a dos factores: un aumento de la actividad
motora inespecifica o una disminucion en la ingesta de alimentos.

Asi, diversos autores han indicado que las ratas enriquecidas muestran diferentes patrones
de actividad que las ratas aisladas, de manera que en algunos casos las ratas enriquecidas
presentan una menor actividad locomotora ante una situacién de novedad respecto a las
ratas aisladas (Jones et al., 1990; Bowling et al., 1993; Smith et al., 1997). Las ratas
enriquecidas también entraron en un compartimento nuevo, manipularon objetos nuevos y
se habituaron mas rapido a los nuevos estimulos que las ratas aisladas (Renner y
Rosenzweig, 1986a; Zimmermann et al., 2001). Parece ser que estas diferencias en las
respuestas a la novedad pueden contribuir a las diferencias en la vulnerabilidad al abuso de
drogas (Zhu et al., 2005), con lo cual tal vez el nivel de actividad basal también sea un
factor relacionado con el consumo de drogas. Asi, con el fin de descartar diferencias en el
consumo de alimento que podrian evidenciar diferencias en los sistemas motivacionales
basicos evaluamos la conducta de ingesta en los animales de esta serie experimental.
También disefiamos un estudio para medir la conducta locomotora inespecifica durante las
24 horas del ciclo luz-oscuridad en la propia jaula de los animales, y en la misma sala
donde estaban estabulados, con el fin de obtener una medida lo mas real posible de
actividad basal inespecifica. Los estudios destinados a responder a la pregunta de si el
enriquecimiento cambia el nivel de actividad inespecifica de los animales han sido escasos,
si bien se considera que los animales realizan mayores niveles de actividad en la situacion
de enriquecimiento, no se sabe si al cambiar las condiciones de estabulacion y permanecer
en jaulas estandar estas diferencias en actividad permanecen. En el estudio de Martinez-
Cué et al. (2002) se evalud la actividad locomotora inespecifica durante 24 horas en un
modelo murino del Sindrome de Down, el raton Ts65Dn, en respuesta al enriquecimiento, y
se encontr6 que el EA afectd diferencialmente a machos y hembras, disminuyendo la
actividad en las hembras trisomicas y aumentandola en los machos trisdbmicos. Asimismo,
también se encontraron diferencias de sexo en los animales no trisdémicos en respuesta al
enriquecimiento, las hembras normales enriquecidas aumentaron la actividad basal en
comparacion con las hembras normales no enriquecidas, mientras que los machos normales
enriquecidos tendieron a mostrar una reduccion de la actividad respecto a los machos
normales no enriquecidos.

En el presente estudio y con el fin de determinar la habilidad de las ratas enriquecidas y

controles para ejecutar respuestas operantes para obtener un refuerzo diferente a la droga
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también realizamos un periodo de entrenamiento por pellets de comida, como un método de
adquisicion de la conducta operante y con el fin de facilitar el posterior entrenamiento en la

autoadministracion de cocaina.

1.5. Planteamiento y objetivos especificos

Las condiciones de crianza de los animales en diferentes ambientes alteran la sensibilidad y
el consumo de drogas. Los resultados provenientes del estudio de los efectos del EA en el
paradigma de la autoadministracion parecen indicar, globalmente, una disminucién en los
efectos reforzantes de la anfetamina a dosis bajas, con lo cual el EA ejercid un papel
protector ante el consumo de anfetamina. No obstante, los efectos del EA en el consumo de
otros psicoestimulantes como la cocaina no son tan consistentes y de hecho no encontramos
antecedentes en relacion al estudio de los efectos del EA sobre la autoadministracion
intravenosa de cocaina comparando animales enriquecidos respecto a animales estabulados
en grupos en condiciones estandar. Ademds, ya comentamos anteriormente que se ha
descrito de forma consistente que las hembras presentan una mayor consumo de drogas en
diferentes estadios del proceso adictivo.

Por otro lado, la actividad locomotora esta relacionada con la vulnerabilidad al consumo de
drogas, y se sabe que generalmente las hembras muestran mayores niveles de actividad que
los machos y que el EA suele disminuir la actividad locomotora en situaciones de novedad
en comparacion a animales aislados. Igualmente, de forma consistente, los resultados
presentados en los Estudios I y II confirman que los animales enriquecidos pesan menos
que los control, sobretodo las ratas macho. No estd claro si estas diferencias de peso se
deben a una menor ingesta de alimento por parte de los animales enriquecidos con respecto
a los controles 0 a una menor actividad locomotora basal inespecifica por lo que también
nos propusimos evaluar estos parametros en nuestros animales; asi como su conducta en el
aprendizaje de una tarea de condicionamiento operante por comida para detectar posibles
diferencias en la motivacion por refuerzos naturales que de base pudieran relacionarse con

las posibles diferencias en la autoadministracion de drogas.
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Por todo lo comentado anteriormente, los objetivos especificos del presente trabajo son los
siguientes:
1) Estudiar los efectos del EA en la actividad locomotora basal inespecifica de
machos y hembras.
i1) Estudiar los efectos del EA en la ingesta de comida en machos y hembras
iii) Estudiar los efectos del EA en la conducta operante de autoadministracion de
comida en machos y hembras
v) Estudiar los efectos del EA en la adquisicion y el mantenimiento de la

autoadministracion intravenosa de cocaina en machos y hembras.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Sujetos

Se utilizaron ratas Spague-Dawley de ambos sexos procedentes del estabulario general de
la Universidad Autonoma de Barcelona. Los animales se destetaron a los 21 dias, el dia 23
fueron pesados y distribuidos en los diferentes grupos experimentales. Las ratas destinadas
al tratamiento de Enriquecimiento Ambiental (EA) se colocaron por sexos en grupos de 13
en jaulas de enriquecimiento (100 x 43 x 50 cm.), mientras que las destinadas a los grupos
control se distribuyeron en grupos de 2 machos o 2-3 hembras en jaulas de macrolon
estandar (50 x 25 x 14 cm.). A partir de la cuarta semana tras el inicio del tratamiento todos
los animales fueron pesados semanalmente. Al finalizar las 12 semanas de tratamiento de
EA todos los animales fueron estabulados individualmente en jaulas estandar. Las
condiciones ambientales de estabulacion de los animales eran de un ciclo de luz-oscuridad
de 12 horas con comienzo de la luz a las 08:00h. La temperatura se mantenia constante a
2242° C y la comida y el agua se administraron ad libitum, excepto durante el
entrenamiento de autoadministracion operante de comida. Todas las pruebas, excepto la
actimetria y las sesiones iniciales del entrenamiento con refuerzo por comida se realizaron

durante la fase de luz del ciclo.
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2.2. Procedimiento general

2.2.1. Enriquecimiento Ambiental

Para el tratamiento de EA se utilizo el mismo procedimiento descrito en el capitulo I. Los
sujetos se mantuvieron en esta situacion durante 12 semanas a partir del destete. Una vez
finalizado el tratamiento los animales fueron colocados individualmente en jaulas de

macrolon estandar (25 x 25 x 14cm.).

2.2.2. Pruebas

2.2.2.1. Actimetria

El aparato consiste en una placa horizontal y dos cuadros de células fotoeléctricas
distribuidas a modo de cuadrados concéntricos que detectan el movimiento y permiten
medirlo automaticamente. Registramos la actividad motora espontanea del animal
ininterrumpidamente a lo largo de un ciclo de luz-oscuridad durante 23:30 horas mediante
cuatro placas de actimetria controladas por el programa Actitrack (Panlab, S.L., Barcelona).
Entre las 9:30-10 h se colocaba la jaula con el animal sobre la placa; previamente habiamos
retirado una parte de la viruta de la jaula con el fin de evitar artefactos en la recogida de
datos. El animal tenia acceso a comida y agua ad libitum durante todo este periodo. Las

mediciones se realizaron en la misma sala donde estaban estabulados los animales.

2.2.2.2. Ingesta de comida y peso de los animales

El dia de inicio de este experimento se peso la cantidad de comida en cada jaula y se
registro el peso de los animales. Durante las 4 semanas posteriores, cada 3-4 dias se
pesaban los animales y la comida restante que habia en cada jaula, y se restablecia la
comida hasta unos 250 gr si quedaba demasiado poca. La comida consumida (en gramos)
se dividia por el numero de dias que habian pasado desde el Gltimo registro para calcular asi

una medida del consumo medio diario del animal.

2.2.2.3. Cajas de Autoadministracion operante

En esta prueba se utilizaron 4 jaulas modulares de condicionamiento operante (25cm x 25
cm x 25cm; LE1005, Panlab S.L., Barcelona, Espana). Cada jaula estaba colocada dentro
de otra caja de insonorizacidon con un aparato de ventilacion para atenuar el sonido exterior.

Cada una de las jaulas se iluminaba con una luz roja (1.2W, 24V) situada en la parte
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superior de un panel colocado en el lado derecho; en este panel también habia una apertura
situada a 4 cm del suelo donde se podia colocar una botella de agua. En el panel del lado
izquierdo de cada jaula habia un receptaculo de 3.5 x 3.5cm, a través del cual se
suministraban los pellets de comida al animal mediante un suministrador de pellets situado
en la parte externa de la jaula. A cada lado del dispensador de comida a 4 cm del suelo de
rejilla habia dos palancas de metal, la palanca designada como activa era retractil mientras
que la palanca inactiva era fija, en dos jaulas la palanca activa se situaba en la derecha y en
las otras dos en la izquierda; encima de cada palanca, un disco de 4 cm de diametro que se
iluminaba mediante una bombilla de 2.4W, 24V, servia como estimulo discriminativo para
seflalar la presentacion inminente del refuerzo, el cual también iba acompafiado de la
emision de un tono de 2900 Hz, 80dB. El generador del tono se localizada en medio de las
dos luces. Las infusiones de cocaina se administraban mediante una jeringa de 20 ml
situada en la parte externa de la superficie de la caja de insonorizacion, controlada por una
bomba. El émbolo de la jeringa se conectaba mediante un tubo de plastico con el catéter del
animal; este tubo estaba colocado en el interior de otro tubo flexible de malla metalica (para
evitar que el animal lo dafiara) que se enroscaba en la parte externa del catéter. El aparato y
la recogida de datos eran controlados por el programa Pakwin (Panlab S.L., Barcelona,

Espafia).

2.2.2.4. Entrenamiento de refuerzo por comida

Aproximadamente 10 dias antes del inicio del entrenamiento con refuerzo de comida se
restringid la alimentacion del animal, su peso fue gradualmente reducido al 85% y se
mantuvo a este nivel durante todo el entrenamiento.

Como paso previo a la auto-administracion de cocaina, las ratas fueron entrenadas a
responder por bolitas de comida o ‘pellets’ (45 mg pellets; Bio-Serv, Frenchtown, NJ,
USA). Se realizaron sesiones diarias en las que la rata debia apretar la palanca designada
como ‘activa’ para obtener un pellet de comida. Las respuestas en la palanca inactiva no
tenian ninguna consecuencia pero eran registradas. La sesion inicial consistia en una sesion
nocturna de 14 horas (de 19:00-9:00h), al inicio de la cual se administraban 10 pellets no
contingentes (1 cada 50 segundos). La sesion empezaba con la aparicion de la palanca
retractil y la iluminacién de la luz situada en el panel derecho o ‘luz de camara’, la palanca
inactiva ya estaba extendida pero ninguna de las luces de encima de las palancas estaba

encendida. Si la rata apretaba la palanca activa se le suministraba un pellet a través del
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dispensador, se encendia la luz situada encima de la palanca activa y se presentaba un
sonido que también indicaba la aparicion del refuerzo durante 5 segundos, a este periodo lo
denominamos ‘pellet’. Inmediatamente después cesaba el sonido y tanto la luz de la
palanca activa como la de camara se apagaban durante 10 segundos, a este periodo lo
denominamos ‘tiempo fuera’. Durante el total de estos 15 segundos (‘pellet’ + ’tiempo
fuera’) las respuestas del animal en cualquier palanca no producian ninguna consecuencia
pero eran registradas para su posterior analisis. Utilizamos un programa de entrenamiento
de razon fija 1 (RF1+15 s de no contingencias). Cuando acababa el periodo de tiempo fuera
se volvia a encender la luz de camara y la secuencia comenzaba de nuevo (si el animal
aprieta la palanca activa recibe el refuerzo + un periodo de no contingencias de 15
segundos, etc). Si el animal respondia en la palanca activa durante el tiempo de
administraciéon de los 10 pellets no contingentes se ponia en marcha la secuencia de
5”pellet + 10tiempo fuera. Esta sesion inicial de 14 horas se repetia un maximo de 3
ocasiones, en las que si la rata no se administraba al menos 50 pellets era eliminada del
experimento. Durante esta sesion inicial se colocaba una botella de agua en el panel
derecho de la camara.

Normalmente las ratas necesitaban una Unica sesion para aprender las contingencias y
entonces se realizaban sesiones de 2 horas de duracion durante la fase de luz del ciclo, en la
primera de las cuales se administraba un pellet no contingente al inicio de la sesion. Estas
sesiones de entrenamiento de 2 horas seguian los mismos parametros definidos
anteriormente y continuaban hasta que la rata recibia 100 pellets en tres sesiones

consecutivas y sin recibir ningtn pellet administrado por el experimentador.

Razon progresiva de auto-administracion de comida

Tras la finalizacion del entrenamiento de refuerzo por comida, los animales realizaron una
unica sesion de 4 horas bajo un programa de razén progresiva, que se iniciaba
recompensando con un pellet la primera palancada pero donde el nimero de respuestas en
la palanca activa para obtener el refuerzo aumentaba progresivamente a razéon de 2, 4, 6,
12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62, 77, 95, 118, 145, 178, 219, 268, 328, 402, 492, 603, etc.
Analizamos el nimero de palancadas totales, el nimero de pellets conseguidos o ‘breaking
point’(BP) y la tltima serie de respuestas completada con éxito. La sesion finalizaba a las 4

horas o una hora después del ultimo refuerzo recibido. Al finalizar el entrenamiento de
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refuerzo por comida los animales volvieron a las condiciones de alimentacion ad libitum al

menos durante 5 dias antes de la cirugia.

2.2.2.5. Implantacion quirdrgica del catéter

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (90mg/kg, IP) y xilacina (10mg/kg, IP) y se
procedi6o a la implantacion de un catéter en la vena yugular. Los catéteres fueron
suministrados por Brian Fromant (St John’s Innovation Centre, Cowley Road, Cambridge,
UK). El procedimiento de cateterizacion empezaba con una pequefia incision en la
superficie de la piel situada encima de la vena yugular derecha. Poco a poco el tejido se
separaba hasta lograr una apertura de 1-2 cm de largo que permitiera la manipulacion
correcta de la vena. Una vez localizada la vena se daba la vuelta al animal y se le practicaba
un corte de unos 3 cm. en la espalda, en el lugar donde se situaria la parte exterior de la
canula. El tubo del catéter se pasaba de forma subcutidnea por la espalda derecha hasta la
incision realizada en el cuello. Tras localizar la vena y limpiarla de los tejidos adheridos a
ella se realizaba un pequefio corte, y con la ayuda de un dilatador se introducia el catéter
hasta una medida de 3.1 cm, se aseguraba bien mediante tres nudos con hilo de sutura del
5/0 y se colocaba una gotita de pegamento superglue en los nudos. El catéter iba conectado
a una jeringa que contenia una solucion de 20 UI de heparina/ml y 0.4mg/ml de
gentamicina diluidos en 0.9% de solucion salina. Se comprobaba la colocacion correcta del
catéter introduciendo 0.2 ml de esta solucion salina en la vena mediante el catéter. Se
cerraba la incision del cuello y entonces se posicionaba correctamente el catéter en la
espalda, se suturaba la herida y se tapaba la apertura del catéter mediante un pequefio tapoén
y una pequena rosca metalica para evitar que el animal lo dafiara. Las ratas permanecieron
4-5 dias en periodo de descanso en sus jaulas antes de empezar el experimento de
autoadministracion de cocaina. Diariamente se mantenia la viabilidad de los catéters
mediante la introduccion de 1ml de solucion salina con gentamicina (0.4 mg/kg) y heparina
(10Ul/kg), antes y después de cada sesion de autoadministracion. Al final del experimento
se comprobaba el buen funcionamiento del catéter mediante la administracion de tiopental
(20 mg/ml/kg) y se requeria la pérdida del reflejo postural en menos de 5 segundos para

considerar correcto el funcionamiento del catéter.
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2.2.2.6. Auto-administracion de cocaina

Las sesiones de auto-administracion tuvieron lugar 5-6 dias a la semana y fueron de 2 horas
de duraciéon. La cocaina, en forma de clorhidrato (cedida por el Ministerio de Sanidad) se
disolvid en 0.9% de salino estéril a una concentracion de 0.5mg/0.1ml respecto a la base
libre. Inicialmente, las ratas apretaban la palanca para obtener una infusién de cocaina de
0.5mg/kg en un volumen de 0.1ml por infusién administrada bajo un programa de refuerzo
de razdn fija 1 (RF1), de manera que una respuesta en la palanca activa resultaba en una
infusion intravenosa de 100 pl de solucién de cocaina durante 5 segundos a través del
catéter. Las respuestas en la palanca inactiva fueron registradas pero no produjeron ninguna
consecuencia. La luz de camara se iluminaba al inicio de la sesion, cuando el animal
apretaba la palanca activa recibia una infusion de cocaina, se encendia la luz sobre la
palanca activa y se presentaba el sonido durante 5 segundos (periodo ‘infusion’), tras lo
cual todos los estimulos cesaban y se producian 10 segundos de oscuridad (periodo
‘tiempo fuera’), tras lo cual se volvia a encender la luz de cdmara y se iniciaba de nuevo la
secuencia. También se registraron las respuestas en la palanca activa durante los periodos
de ‘infusién’ y de ‘tiempo fuera’, aunque €stas no provocaban ninguna consecuencia. Las
ratas permanecieron durante 7 dias bajo este programa de refuerzo de razon fija 1. Si la rata
se auto-administraba 10 o mas infusiones en las sesiones de 2 horas durante un minimo de 5
dias, la razén fija se elevaba a 3 el octavo dia y posteriormente a 5 durante los siguientes 5
dias (del 9-13). Las sesiones duraban un maximo de 2 horas o finalizaban cuando el animal

se administraba un maximo de 50 infusiones, para evitar la sobredosificacion.

Razon progresiva de auto-administracion de cocaina

Los animales que acabaron la fase de auto-administracion de RF5 obteniendo un minimo de
10 refuerzos por sesion durante las dos tltimas sesiones, realizaron después una sesion de 4
horas bajo un programa de razon progresiva (el dia 14) (Richardson y Roberts, 1996). Esta
sesion comenzaba recompensando con una infusion de cocaina la primera palancada pero a
partir de aqui el numero de respuestas en la palanca activa para obtener el refuerzo iba
aumentando progresivamente a razoén de 2, 4, 6, 12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62, 77, 95, 118,
145, 178, 219, 268, 328, 402, 492, 603, etc. Analizamos el numero de palancadas totales, el
niamero de infusiones recibidas o ‘breaking point’ (BP) y la ultima serie de respuestas
completada con éxito. La sesion finalizaba a las 4 horas del inicio o una hora después del

ultimo refuerzo recibido.
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Figura 13. Se muestra la secuencia seguida en el experimento de autoadministracion de cocaina
durante los 14 dias de autoadministracion: 7 dias en el programa de refuerzo de razoén fija 1 (FR1), 1
dia en el programa de razon fija 3 (FR3), 5 dias en el programa de razén fija 5 (FR5) y un dia de
razon progresiva (PRD).

2.3. Secuencia experimental

El Estudio III se centr6 en la evaluacion de la conducta de auto-administracion operante de
comida y cocaina, una vez finalizadas la prueba de actimetria y el control de la ingesta. En
la Tabla 1 se muestra la secuencia experimental seguida durante todo el estudio.
Inmediatamente después de acabar el tratamiento de EA iniciamos el control de la ingesta
de comida a lo largo de 4 semanas y realizamos las pruebas de actimetria para medir la
actividad basal inespecifica de los animales. En esta fase inicial del estudio utilizamos 44
animales de los grupos: CM (n=12), CF (n=11), EM (n=9) y EF(n=12). A continuacion
iniciamos la privacion progresiva de comida hasta que los animales redujeron su peso en un
85% y después fueron entrenados a responder por comida. Una vez adquirida la respuesta
operante se reestablecio la disponibilidad de comida ad libitum en las jaulas de
estabulacion. Seguidamente, los animales se sometieron a la implantacion quirtrgica de un
catéter en la vena yugular para la realizacion de los experimentos de autoadministracion de
cocaina.

En este estudio realizamos una segunda serie experimental de enriquecimiento con el fin de
completar la muestra de los grupos experimentales. Inicialmente, la muestra fue de 65
animales, pero se redujo a 63 sujetos porque 1 macho control muri6 durante la cirugia y una

hembra enriquecida no adquiri6 la conducta operante en el entrenamiento con refuerzo de
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comida. La relacion de animales incluidos en cada uno de los grupos experimentales en el
experimento fue: CM (n=21), CF (n=11), EM (n=19) y EF(n=12).

Todos los experimentos se realizaron en una habitacion completamente pintada de negro
con una iluminacién difusa, excepto la actimetria y el control de ingesta de alimentos, que
se realizaron en la sala de estabulacién de los animales en las condiciones habituales de
iluminacion.

Tabla 5. Secuencia experimental. Se muestran los procedimientos seguidos durante el Estudio III,

la duracion del tratamiento de enriquecimiento ambiental, la edad de los sujetos durante las pruebas
de conducta y el numero asignado a los experimentos.

Procedimiento Semanas Experimento
Destete Dia 21

Enriquecimiento Ambiental (EA) 4-16

Actimetria y control de ingesta 17-20 10

Privacion de comida 20

Entrenamiento por refuerzo de comida 21-23 11
Implantacion quirtrgica del catéter 24

Auto-administracion de cocaina 25 en adelante 12

2.4. Analisis estadistico de los resultados

El andlisis estadistico se realizé mediante el programa estadistico SPSS (version 14.0). Los
descriptivos se muestran como media + error estandar (SE).

Los resultados de la actimetria se analizaron con un ANOVA de medidas repetidas, con dos
factores intersujetos (‘tratamiento’ y ‘sexo’) y un factor intrasujetos (‘tiempo’) con 23
niveles correspondientes a los 23 intervalos de 1 hora en que se agruparon los datos.
También analizamos la actividad total acumulada, la actividad total en la fase diurna del
ciclo y la actividad total durante la fase nocturna mediante dos ANOVAS de dos factores
(‘tratamiento’ y ‘sexo’). En el estudio sobre la ingesta y el peso de los animales a lo largo
de los 25 dias posteriores a la finalizacion del tratamiento, los datos se analizaron con un
ANOVA de medidas repetidas con dos factores intersujetos (‘Tratamiento’ y ‘Sexo’) y un
factor intrasujetos (‘dia’) con ocho niveles correspondientes a los 8 dias de registro de

comiday pesos.
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En el entrenamiento por refuerzo de comida, el numero de respuestas en la palanca activa
durante los periodos ‘pellet’ y ‘tiempo fuera’, el nimero total de respuestas en las palancas
activa e inactiva, el tiempo total empleado y la tasa de refuerzos durante las sesiones de
entrenamiento por comida fueron analizados mediante ANOV As de medidas repetidas con
dos factores intersujetos (‘tratamiento’ y ‘sexo’) y un factor intrasujetos (‘sesion’ con tres
niveles, correspondiendo a las 3 tltimas sesiones de entrenamiento). El nimero de sesiones
necesarias para llegar a criterio y los datos de la sesion de razén progresiva por comida,
referentes al ‘punto de corte’, numero total de palancadas activas’, ‘Gltima serie realizada’,
‘palancadas activas durante el periodo pellet’, ‘palancadas activas durante el periodo de
tiempo fuera’ y el ‘tiempo total empleado en la sesion’, se analizaron mediante ANOVAs
de dos factores (‘tratamiento’ y ‘sexo’).

En la fase de adquisicion de autoadministracion de cocaina bajo el programa de razon fija 1
(FR1), el nimero total de infusiones recibidas, el nimero de respuestas en la palanca activa
durante los periodos ‘droga’ y ‘tiempo fuera’, asi como el numero total de respuestas en la
palanca activa e inactiva durante las sesiones de autoadministracién de cocaina fueron
analizados mediante ANOVAs de medidas repetidas con dos factores intersujetos
(‘Tratamiento’ y ‘Sexo’) y un factor intrasujetos (‘sesiébn’) con siete niveles,
correspondiendo a cada una de las sesiones de autoadministracion bajo FR1. El porcentaje
de ratas que cumplieron el criterio de adquisicion de cocaina fue analizado mediante una
prueba no paramétrica Chi-cuadrado.

Con el objetivo de complementar el andlisis del estudio, también analizamos los datos de
las 7 sesiones de adquisicion de autoadministracion de cocaina bajo el programa de razoén
fija 1 (FRI) tUnicamente referentes a las 34 ratas que cumplieron el criterio de
autoadministracion y pasaron a la siguiente fase. El nimero de infusiones recibidas, el
nimero de respuestas en la palanca activa durante el periodo ‘droga’ y ‘tiempo fuera’, asi
como el nimero total de respuestas en la palanca activa e inactiva durante las sesiones de
autoadministracion de cocaina en los programas de adquisicion (FR1) y mantenimiento
(FRS5) fueron analizados mediante ANOVAs de medidas repetidas con dos factores
intersujetos (‘tratamiento’ y ‘sexo’) y un factor intrasujetos (‘sesion’con siete (FR1) o cinco
(FRS) niveles, respectivamente). El andlisis de las variables correspondientes a la sesion de
FR3 se hizo con ANOVAs de dos factores (‘tratamiento’ y ‘sexo’). Los datos de la sesion
de razon progresiva por cocaina referentes al ‘punto de corte’,’nimero total de palancadas

activas’, ‘Ultima serie realizada’, ‘palancadas activas durante el periodo pellet’, ‘palancadas
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activas durante el periodo de tiempo fuera’ y el ‘tiempo total empleado en la sesion’, se
analizaron mediante ANOVAs de dos factores (‘tratamiento’ y ‘sexo’).

Posteriormente realizamos las descomposiciones de las interacciones significativas en los
analisis de medidas repetidas y las otras comparaciones entre grupos posteriores a los
andlisis de la varianza con la prueba post-hoc Student-Neuman-Keuls (SNK). Se requirid
un nivel de significacion p<0.05 para considerar los resultados estadisticamente

significativos.

3. RESULTADOS

3.1. Estudio de los efectos del EA en la actividad motora basal: Actimetria.

Cuando evaluamos la actividad motora basal en la prueba de actimetria, el andlisis
estadistico mostrdé cambios significativos en el nivel de actividad de los animales a lo largo
del ciclo luz-oscuridad (ANOVA con medidas repetidas, efecto ‘tiempo’: F2330y=32.608,
p<0.001, Figura 14A). Globalmente, las hembras mostraron cambios significativamente
mayores que los machos en los niveles de actividad a lo largo del tiempo (ANOVA con
medidas repetidas, efecto ‘tiempo’ x ‘sexo’: F(22880=1,952,p<0.05). Mdas concretamente, a
las 21:00h, una hora después del inicio de la fase oscura del ciclo (20:00h), observamos un
aumento brusco de la actividad en todos los grupos, tal y como era de esperar, siendo el
grupo de hembras control el que registr6 un incremento de la actividad mayor en
comparacion con el resto de los grupos (Figura 14A). En este analisis, no aparecieron
efectos globales significativos del tratamiento, pero si analizamos los datos de la actividad
total acumulada a lo largo de los periodos de luz y de oscuridad observamos efectos
globales significativos del sexo en la  actividad realizada durante el periodo de luz
(ANOVA, efecto‘sexo’: F(343= 4.162, p<0.05, Figura 14B), confirmando que las hembras
fueron mas activas en esta fase del ciclo. No aparecieron efectos significativos del sexo en
el periodo de oscuridad (ANOVA n.s, F<1.65, Figura 14C). Tampoco aparecieron efectos
significativos del tratamiento de enriquecimiento ambiental en el andlisis de medidas
repetidas ni en los ANOVAs de los computos totales en las fases oscura y clara del ciclo, lo
cual indic6 que el tratamiento no afectaba la actividad motora basal de los animales en las

jaulas del estabulario.
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Figura 14. Se muestran las medias = EE de las cuentas por hora (c.p.h) realizadas por los animales
durante las 23 horas de registro de la actividad motora basal en su jaula habitual (A), actividad total
durante el periodo de luz (B), y actividad total durante el periodo de oscuridad (C) para los
diferentes grupos experimentales: machos control (CM), machos enriquecidos (EM), hembras
control (CF) y hembras enriquecidas (EF). * p<0.05, CF respecto al resto de grupos.

3.2. Efectos del EA en la ingesta y el peso de los animales

En la figura 15 se muestra la ingesta de comida diaria y el peso de los animales
correspondiente a las 8 pesadas realizadas a lo largo de los 25 dias siguientes a la
finalizacion del EA. El andlisis estadistico mostré que los animales variaron la ingesta a lo
largo de este periodo (ANOVA con medidas repetidas, efecto ‘dia’: F(7,230=9.181,p<0.001),
de manera que el grupo de hembras comieron menos que los machos a lo largo de las
sesiones (ANOVA con medidas repetidas, efecto ‘dia’ x ‘sexo’: F(7.230= 6.974, p<0.001;
ANOVA, efecto ‘sexo’: F(140=279.9, p<0.001, Figura 15A). La descomposicion de la

interaccion mostro diferencias de sexo en todas las sesiones, siendo los machos quienes
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realizaban un mayor consumo diario de comida. Tampoco obtuvimos efectos significativos
del tratamiento de enriquecimiento ambiental en el consumo de comida.

Aparecieron efectos significativos del peso a lo largo de las sesiones (ANOVA con
medidas repetidas, efecto ‘dia’: F(7280=49.65, p<0.001), indicando que los machos
registraron variaciones superiores a las hembras a través de los dias (ANOVA con medidas
repetidas, efecto ‘dia’x ‘sexo’: F(7230=13.41, p<0.001). El ANOVA global detect6 efectos
significativos de los factores sexo y tratamiento (F(;40=496.52, p<0.001 y F( 40=8.75,
p<0.01, respectivamente), indicando que, globalmente, ademas de las diferencias de peso
esperadas entre machos y hembras, los animales enriquecidos pesaban menos que los
animales control (Figura 15B). Asi, los resultados de la actimetria y de la ingesta nos
permiten afirmar que la disminucion de peso observada en los animales enriquecidos no fue

debida a una diferencia en el consumo de alimentos ni en la actividad locomotora basal.
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Figura 15. Se muestra la media + SE de la ingesta diaria (en gramos) (A) y el peso de los animales
(B) a lo largo de los 25 dias en que se efectuaron los 8 registros, * P<(0.05 machos respecto a las
hembras del mismo tratamiento, ® P<0.05 animales enriquecidos respecto a los sujetos control.

3.3. Efectos del Enriquecimiento Ambiental sobre la adquisicion de auto-
administracion de cocaina
3.3.1. Entrenamiento de refuerzo por comida

En la Figura 16 se representa el numero de dias que necesitaron las ratas para alcanzar el
criterio de adquisicion del entrenamiento de auto-administracion de comida, de obtener 100
pellets de comida durante 3 dias consecutivos. EI ANOVA no mostrdé diferencias

significativas entre los grupos (F(1,62<0.61, n.s), lo cual confirmé que no hubo diferencias
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en el aprendizaje inicial de la conducta operante de apretar la palanca para la obtencion del

refuerzo.
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Analizamos los datos de los 3 ultimos dias de auto-administracién de comida para detectar
diferencias de ejecucion mas sutiles (Figura 17). Practicamente todos los animales
consumieron los 100 pellets disponibles a lo largo de las sesiones, y tampoco se produjeron
diferencias entre los grupos en el tiempo requerido para consumir los 100 pellets. Con
respecto al nimero de respuestas en la palanca activa durante el periodo ‘pellet’, el
ANOVA con medidas repetidas de las variables transformadas mostré que en general, estas
respuestas disminuyeron a lo largo de las sesiones de entrenamiento (efecto ‘sesion’:
F,118=6.314, p<0.01, Figura 17A), lo cual significa que globalmente, los animales
aprendieron la secuencia en que se presentaron las contingencias y fueron disminuyendo la
conducta de apretar a la palanca en el periodo de no contingencias a través de las sesiones.
También aparecié una interaccion significativa: ‘sesion’ x ‘tratamiento’ (Fo 118=4.922,
p<0.01), que se explica por la mayor disminucién observada en las respuestas de los
animales enriquecidos a lo largo de las 3 sesiones. El analisis intersujetos detect6 un efecto
significativo del ‘sexo’ (F(j 59=8.85, p<0.01), que se muestra por los valores mas bajos de
las hembras con respecto a los machos.

No aparecieron efectos significativos en el andlisis de las respuestas activas efectuadas
durante el periodo de ‘tiempo fuera’ (F(2,118<1.6, n.s.), ni en el total de respuestas activas
efectuadas durante las sesiones (F(2115<1.18, n.s.). En el analisis no paramétrico de las
respuestas efectuadas en la palanca inactiva durante estas 3 sesiones indico que tampoco

habia diferencias significativas entre los grupos en esta variable, presentandose una media
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en todos los grupos menor de 6 en el numero de respuestas efectuadas en la palanca

inactiva (Figura 17 B).
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Figura 17. Se muestra la media = SE del numero de respuestas en la palanca activa durante el
periodo ‘pellet’ (A) y el niumero de respuestas en la palanca inactiva (B) durantes las 3 ultimas
sesiones de entrenamiento de refuerzo por comida de los diferentes grupos experimentales.

3.3.2. Efectos del EA en la sesion de razon progresiva por comida.

No observamos efectos significativos en el nimero total de pellets obtenido en la sesion de
razén progresiva (que indicaria el punto de corte o ‘breaking point’), y tampoco en el
numero de respuestas activas totales ni en el niimero de respuestas activas correspondiente
a la ultima serie realizada para conseguir el refuerzo (Figura 18). Asi, todos los grupos

mostraron niveles similares de ejecucion ante este programa de refuerzo mas exigente.
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Figura 18. Se muestra la media = SE del nimero de refuerzos recibidos durante la sesion de razoén
progresiva por comida o ‘breaking point’ (A), el nimero de respuestas totales en la palanca activa
(B), el valor de la ultima serie de respuestas completada durante la sesion (C), el nimero de
respuestas durante el periodo de tiempo fuera (TO’),y el tiempo total de la sesion (E) para los
diferentes grupos experimentales,* P<0.05 hembras control respecto a hembras enriquecidas.
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3.3.3. Adquisicion de autoadministracion de cocaina bajo el programa de razon fija 1
(FR1).

Si analizamos la ejecucion global de los 63 animales que realizaron la primera fase de auto-
administracioén, observamos que los animales variaron el consumo de cocaina a lo largo de
las 7 sesiones de FR1 (ANOVA con medidas repetidas, efecto ‘sesion’: Fs354=19.98,
p<0.001). El andlisis mostrd una interaccion ‘sesion’ x ‘tratamiento’ indicando que el
tratamiento aumentd globalmente la autoadministraciéon de cocaina a lo largo de las
sesiones (Figura 19). La descomposicion de la interaccidbn mostrd, concretamente,
diferencias significativas entre los grupos enriquecidos y control en la quinta sesion, donde
las hembras enriquecidas presentaron una mayor autoadministracion que las hembras
control (Figura 19). Asimismo, el analisis global intersujetos descubrié un efecto ‘sexo’
(F1,59=4.312, p<0.05), indicando que globalmente las hembras se autoadministraron mas

cocaina que los machos en la fase de adquisicion.
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Figura 19. Se muestra la media + SE del niimero de infusiones recibidas (0.5mg/Kg por infusion)
durante las 7 sesiones de adquisicion de autoadministracion de cocaina bajo el programa de refuerzo
de razén fija 1 (FR1) para los diferentes grupos experimentales (n=63), * p<0.05 grupo enriquecido
respecto al grupo control del mismo sexo.
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Durante los periodos de tiempo‘droga’ y ‘tiempo fuera’, en los que no se producen
contingencias, los animales mostraron globalmente una disminucion de las respuestas a lo
largo de las sesiones de auto-administracion de FR1 (F354=21.92, p<0.001 y
F(6,354)=11.737, p<0.001, respectivamente), lo cual indicaba que las ratas aprendieron a
no responder cuando los estimulos discriminativos desaparecian.

Sin embargo, detectamos un comportamiento diferente al de los otros grupos en las
hembras enriquecidas. Asi, el andlisis de las respuestas en la palanca activa realizadas
durante el periodo de ‘droga’ y ‘tiempo fuera’ mostré que las interacciones ‘sesion’ x
‘sexo’ x ‘tratamiento’ eran significativas en ambos casos (F354=2.750, p<0.05:
F(6,354=3.442, p<0.05, respectivamente), lo cual indicaba que el tratamiento afectaba de
manera diferente a machos y hembras a lo largo de la fase de adquisicién con respecto a
estas variables. En ambos casos se observa que las hembras control comenzaron con el
niamero de respuestas mas alto que el resto de grupos en la sesion 1 pero las respuestas
disminuyen progresivamente hasta la sesion 7. En cambio, el grupo de hembras
enriquecidas comienza con un niimero de respuestas intermedio o mas bien bajo y termina
en la sesion 7 con el numero de respuestas mas alto, siendo el grupo que muestra la curva
de pendiente menor. Con respecto a los machos enriquecidos y control, las dos curvas son
bastante paralelas, de manera que practicamente se superponen en varios puntos. La
descomposicion de la primera interaccion mostrod diferencias significativas en la sesion 5,
donde el grupo de hembras enriquecidas realiz6 un mayor niimero de respuestas que el
grupo de hembras control (Figura 20A). La descomposicion de la segunda interaccion
mostro diferencias significativas en la primera sesion, donde las hembras control realizaron
un mayor numero de respuestas en la palanca activa durante el periodo de ‘tiempo fuera’

respecto al grupo de machos control (Figura 20B).
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Figura 20. Se muestra la media = SE del numero de respuestas en la palanca activa durante el
periodo ‘droga’ (A) y el periodo tiempo fuera ‘TO’ (B) en las sesiones de adquisicion de
autoadministracion de cocaina bajo el programa de refuerzo de razoén fija 1 (FR1) para los diferentes
grupos experimentales,* P<(0.05 hembras enriquecidas respecto al grupo de hembras control, e
P<0.05 hembras control respecto a los machos control.

De nuevo, si analizamos el numero de respuestas activas totales a lo largo de las sesiones
vemos que en general se produce una disminucidon de estas respuestas en todos los grupos
(efecto ‘sesion’: Fs354=19.898, p<0.001, Figura 21), excepto en el grupo de las hembras
enriquecidas, donde los valores permanecen mas estables que en los otros grupos a lo largo
de las 7 sesiones de adquisicion (efecto ‘sesion’ x ‘sexo’ x ‘tratamiento’: Fe354=2.702,
p<0.05). La descomposicion de la interaccion mostrd que en la cuarta sesion el grupo de
hembras enriquecidas hizo un nimero mayor de palancadas activas totales en comparacion
con el grupo de machos enriquecidos y en la quinta sesion el grupo de hembras
enriquecidas hizo mas respuestas en la palanca activa que ningun otro grupo (Figura 21).
En contraste, no observamos diferencias significativas en el nimero de las respuestas en la

palanca inactiva entre los grupos en ninguna de las sesiones (F<2.08, n.s.).
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Figura 21. Se muestra la media £ SE del numero total de respuestas en la palanca activa durante las
7 sesiones de adquisicion de autoadministracion de cocaina bajo el programa de refuerzo de razon
fija 1 (FR1) para los diferentes grupos experimentales.* P<0.05 hembras enriquecidas respecto al
grupo de machos enriquecidos, ® P<0.05 hembras enriquecidas respecto al resto de grupos.

3.3.4. Seleccion de los animales que alcanzan el criterio en FR1 y analisis de la
conducta de auto-administracion en los programas FR1, FR3 y FR5

De los 63 animales que realizaron la primera fase de adquisicion de auto-administracion de
cocaina bajo el programa de FRI1, 34 alcanzaron el criterio de adquisicién requerido y
continuaron la secuencia experimental en las fases de FR3 (una sesion) y FRS5 (5 sesiones).
Esto es, un total de 29 animales no completaron la secuencia experimental principalmente
por dos motivos: a) no alcanzaron el criterio de adquisicion requerido de haberse
autoadministrado un minimo de 10 infusiones durante 5 de las 7 sesiones de adquisicidon en
FR1, o b) por un mal funcionamiento del catéter. En concreto, 6 ratas fueron excluidas del
analisis por no mantener la viabilidad del catéter: 2 machos control, 2 machos enriquecidos,
1 hembra control y 1 hembra enriquecida. Otros 23 animales no cumplieron el criterio de
adquisicion de auto-administracion de cocaina en FR1 y por tanto no continuaron la
secuencia experimental: 9 machos control, 9 machos enriquecidos, 2 hembras control y 3
hembras enriquecidas. En la figura 22 se muestra el porcentaje de sujetos de cada grupo
experimental que cumplieron el criterio y finalizaron todo el procedimiento de auto-
administracién. Analizamos estos datos mediante una prueba no paramétrica Chi-cuadrado
obteniendo una tendencia a la significacion del factor sexo (y*1=3,54, p=0.06), mientras

que no aparecieron efectos significativos del tratamiento.
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A continuacion presentamos los analisis de las fases de adquisicion, mantenimiento y de la
sesion de razdn progresiva correspondientes a la autoadministracion de cocaina de los 34
animales que alcanzaron el criterio de adquisicion en la fase FR1.

En la figura 23 se representa el nimero de infusiones autoadministradas por estos animales
que cumplieron criterio de adquisicion a lo largo de las primeras sesiones de FRI.
Observamos un efecto significativo en las sesiones (ANOVA con medidas repetidas, efecto
‘sesion’: Fs 180=8.46, p<0.001) y una interaccion significativa ‘sesion’ X ‘tratamiento’:
F6,180=3.06, p<0.05, debido a que globalmente, los animales enriquecidos se
autoadministraron un numero mayor de infusiones que los animales control. Las diferencias
aparecieron claramente a partir de la quinta sesion de autoadministracion (Figura 23, FR1).
El andlisis intersujetos también mostrd un efecto global de ‘tratamiento’ (F(;30=5.728,
p<0.05) que confirmaba el mayor consumo total de los grupos enriquecidos con respecto a
los grupos contol. La descomposicion de la interaccion indicé que habia diferencias
significativas durante las 3 ultimas sesiones de FRI; de manera que los animales
enriquecidos presentaron niveles significativamente superiores de consumo de cocaina
respecto a los grupos control en las sesiones 5, 6 y 7. En referencia a las otras variables
estudiadas, no detectamos cambios relevantes con respecto a los resultados obtenidos con la
muestra total.

Con respecto al nimero de respuestas totales en la palanca activa a lo largo de las sesiones,
el ANOVA con medidas repetidas de las variables transformadas mostr6é que en general, las
respuestas disminuyeron a lo largo de las sesiones de adquisicion (efecto ‘sesion’:
F6,180=11,07, p<0.001, Figura 24), y se encontrd una tendencia a la interaccion ‘sesion’ x
‘tratamiento’ X ‘sexo’: Fs 180=2.05, p=0.085, que se explicaria por los mayores niveles

iniciales de respuesta en la palanca activa de los machos enriquecidos y que luego
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disminuyen durante las ultimas 4 sesiones de FR1, mientras que las hembras enriquecidas
no presentan una disminucion tan acusada, sino que contintian presentando los niveles

mayores a lo largo de las sesiones (Figura 24).
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Figura 23. Se muestra la media + SE del nimero de infusiones recibidas (0.5mg/Kg por infusion)
durante todas las sesiones de autoadministracion de cocaina bajo el programa de refuerzo de razén
fija 1 (FR1), de razon fija 3 (FR3) y de razon fija 5 (FRS) para los sujetos de los diferentes grupos
experimentales que han cumplido el criterio de adquisicion (n=34). ** p<0.05, **p<0.01,
**%p<(0.001, animales enriquecidos respecto a los animales control del mismo sexo, ® p<0.05,
hembras enriquecidas respecto a hembras control, ¢ p<0.05 hembras control respecto a machos
control.
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Figura 24. Se muestra la media £ SE del numero total de respuestas en la palanca activa durante las
7 sesiones de adquisicion de autoadministracion de cocaina bajo el programa de refuerzo de razon
fija 1 (FR1) para los sujetos de los diferentes grupos experimentales que han cumplido el criterio de
adquisicion (n=34).
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En el andlisis de la sesion de autoadministracion en FR3 aparecieron efectos significativos
del sexo (F(133=5.87, p<0.05) y del tratamiento (F(33=4.44, p<0.05), indicando que en
esta sesion las hembras se autoadministraron mas infusiones que los machos y los animales
enriquecidos mas que los controles (Figura 23, FR3).

Durante la auto-administracion bajo el programa de FRS, el anélisis estadistico indicd que
todos los animales mostraron variaciones en el numero de infusiones recibidas a lo largo de
las 5 sesiones (ANOVA con medidas repetidas, efecto ‘sesion’: F4120=3.352, p<0.05).
Obtuvimos una interaccion ‘sesion’ x ‘sexo’ x ‘tratamiento’ significativa (F,120=3.007,
p<0.05), que se explica, en parte, por el hecho de que el grupo de machos enriquecidos
muestra una progresion ascendente en comparacion con el grupo de machos control que se
mantiene en unos niveles de autoadministracion relativamente estables a lo largo de las
sesiones. En cambio, el grupo de hembras enriquecidas muestra una progresion mas bien
descendente que se hace muy acusada en las dos ltimas sesiones mientras que el grupo de
hembras control aumenta la autoadministracion a lo largo de las sesiones 10, 11 y 12
(Figura 23, FRS).

En esta fase FR5 de mantenimiento no observamos efectos significativos en los periodos
‘droga’ y ‘tiempo fuera’, ni en las respuestas realizadas en la palanca inactiva. Pero cuando
analizamos el nimero total de respuestas en la palanca activa durante las sesiones de FRS
aparecid6 de nuevo la interaccion ‘sesion’ x ‘sexo’ X ‘tratamiento’significativa
(F4,120=3.125, p<0.05, Figura 25), que se explicaria por los diferentes patrones de conducta
observados entre las ratas que recibieron el tratamiento de enriquecimiento ambiental. Esto
es, los machos enriquecidos muestran una progresion ascendente superior a la de los
machos control a lo largo de las sesiones, mientras que las hembras enriquecidas muestran
una progresion descendente entre las sesiones 9-13 que contrasta con la pendiente de signo
contrario de las hembras control. La descomposicion de la interaccion mostrd efectos
significativos en la primera sesion de FRS, las hembras enriquecidas realizaron un mayor

numero de respuestas en la palanca activa en comparacion con las hembras control.
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Figura 25. Se muestra la media = SE del nimero total de respuestas en la palanca activa durante las
5 sesiones de autoadministracion de cocaina bajo el programa de refuerzo de razon fija 5 (FR5) para
los diferentes grupos experimentales,* P<0.05 hembras enriquecidas respecto a las hembras control.

3.3.5. Conducta de auto-administracion en el programa de razon progresiva por droga
(PR).

Tras la altima sesion de FRS las ratas que cumplieron el criterio de auto-administracion
estable de autoadministrarse un minimo de 10 infusiones en las sesiones 12 y 13 fueron
sometidas a una sesion de razén progresiva (PR). De las 63 ratas que empezaron la
secuencia experimental s6lo 21 llegaron hasta esta Gltima sesion de PR: 7 ratas CM, 6 EM,
4 CF y 4 EF, y aunque se trata de un numero de animales reducido, especialmente en lo que
respecta a los grupos de hembras, analizamos los datos obtenidos con el objetivo de
presentar un resultado indicativo pendiente de confirmacion en posteriores estudios. Asi, el
analisis mostr6 una tendencia a la interaccion entre ‘sexo’ y ‘tratamiento’ en el nimero de
infusiones recibidas en la sesion de razon progresiva (ANOVA, F(;,0=3.88, p=0.065,
Figura 26A). Se observa que las hembras control tienden a autoadministrarse un mayor
numero de infusiones que los machos control en esta sesion, mientras que los machos
enriquecidos se administraron un mayor numero de infusiones superior al de las hembras
enriquecidas. Al analizar la variable transformada de las respuestas totales en la palanca
activa durante la sesién de razon progresiva por cocaina también hallamos una tendencia a

la interaccion entre ‘sexo’ y ‘tratamiento’ (F(j 20=3,90, p=0.065, Figura 26B), en la que se
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observa el mismo patron comentado anteriormente para el nimero de infusiones recibidas

durante esta sesion.
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Figura 26. Se muestra la media + SE del numero total de infusiones recibidas (A), y el nimero total
de respuestas en la palanca activa (B), durante la sesidon de razén progresiva por cocaina para los
diferentes grupos experimentales: machos control (CM, n=7), machos enriquecidos (EM, n=6),
hembras control (CF, n=4) y hembras enriquecidas (EF, n=4).

4. DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que el enriquecimiento ambiental administrado
durante la infancia y por un periodo de 3 meses influye en el consumo de cocaina en ratas
las Sprague-Dawlley de ambos sexos. Esto es, el enriquecimiento ambiental aument6 la
conducta de autoadministracion de cocaina intravenosa durante las etapas de adquisicion y
mantenimiento en machos y hembras.

Por otra parte, los resultados de la primera parte de nuestro estudio mostraron que el
enriquecimiento no afecto6 la actividad motora basal inespecifica en la jaula de estabulacion
de los animales a lo largo de un ciclo de 24 horas. No observamos efectos significativos en
los niveles de actividad durante las horas de oscuridad, mientras que las hembras mostraron
mas actividad que los machos en la fase de luz. Globalmente no aparecieron efectos del
tratamiento en ninguno de los dos periodos del ciclo. Aunque las mediciones de actimetria

se realizaron una vez finalizado el periodo de tratamiento, es muy probable que las ratas
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enriquecidas realizaran mas actividad en las jaulas de enriquecimiento que los animales
control en las jaulas de estabulacion estandar, el tratamiento ofrece la oportunidad de
interaccionar con los objetos, un mayor espacio disponible para realizar desplazamientos y
aumenta la posibilidad de contacto social con un niumero mayor de individuos. Esta
situacion podria haber causado las diferencias de peso que luego persisten de forma
duradera aunque las condiciones de estabulacion sean diferentes.

Cuando analizamos los datos de ingesta de alimento y peso de los animales, observamos
que el tratamiento de EA de 12 semanas de duracion no alter6 el consumo de alimentos en
los machos ni en las hembras. Observamos efectos generales del sexo, de manera que las
hembras consumieron menores cantidades de comida y pesaban menos que los machos en
todos los registros tomados. Los analisis de estos datos indicaron que habia efectos globales
significativos del sexo y del tratamiento. De nuevo en este estudio, el tratamiento
disminuyo el peso de machos y hembras, lo cual es consistente con los resultados obtenidos
en los Estudios I y II. Ahora podemos deducir que las diferencias de peso observadas no
son debidas a una menor ingesta de comida por parte de los animales enriquecidos ni a un
mayor nivel de actividad locomotora basal de los sujetos enriquecidos en las condiciones de
estabulacion.

Con respecto a la adquisicion de la conducta operante de autoadministraciéon de comida,
observamos que los diferentes grupos experimentales no difirieron en el nimero de
sesiones requeridas para alcanzar el criterio, lo cual indico6 que el enriquecimiento no
modificaba la capacidad de las ratas para adquirir la respuesta operante de administracion
de comida y que no habia diferencias entre sexos en esta variable.

En la sesion de razon progresiva por comida los analisis tampoco mostraron efectos
significativos en el valor de ‘punto de corte’ ni en el nimero de pellets consumidos durante
esta sesion. Ello sugiere que los distintos grupos de animales no diferian en el grado de
motivacion por obtener el refuerzo de comida aun y las diferencias obtenidas en los
registros de ingesta de comida entre machos y hembras. Esto es, probablemente la
restriccion de comida que se producia durante la adquisicion de la conducta operante por
refuerzo de comida inducia niveles de motivacion suficientes como para que no se
detectaran diferencias entre sexos en esta fase del entrenamiento.

Con respecto a la autoadministracion de cocaina, cuando analizamos la conducta de los 63
animales que realizaron las sesiones de autoadministracion en FR1, observamos que los

animales enriquecidos consumieron mas cocaina que los animales control; y mas
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concretamente, fueron las hembras quienes mostraron la mayor conducta de busqueda de
droga, como se muestra por el mayor nimero de respuestas totales en la palanca activa
durante las sesiones de adquisicion y sobretodo, por el aumento de respuestas en la palanca
activa en la fase ‘droga’ y de ‘tiempo fuera’.

El hecho de que no hubiera diferencias significativas en el total de respuestas en la palanca
activa durante el entrenamiento por comida o en las respuestas en la palanca inactiva
durante la fase de autoadministracion de cocaina bajo FR1, sugiere que las diferencias en la
cantidad de cocaina ingerida no se deben a diferencias en los niveles de actividad basal; y
de hecho, tampoco detectamos efectos globales del tratamiento en la actimetria. Ademas,
Koeltzow y Vezina (2005) observaron que los efectos activadores de la cocaina sobre la
actividad locomotora se suprimian durante la fase de adquisicion la autoadministracion, y
que las respuestas condicionadas de los animales que habian adquirido la conducta de
autoadministracion de cocaina se manifestaron por un aumento en las respuestas operantes
de apretar la palanca pero no en un incremento en la actividad locomotora medida durante
las sesiones de autoadmininistracion de una hora de duracion. En nuestro, estudio las
hembras enriquecidas aumentaron globalmente el ntiimero de respuestas totales en la
palanca activa, mostrando un mayor deseo de consumir de cocaina, mientras que no
aumentaron el nimero de respuestas en la palanca inactiva, lo cual muestra que no
aumentaron la actividad motora inespecifica. En conjunto ello indica que el aumento de
respuestas en la palanca activa fue debido a los efectos reforzadores de la cocaina y no a
una alteracion no especifica de la respuesta operante; esta explicacion se sustenta también
por el hecho de que no se produjeron diferencias entre los grupos en la conducta operante
durante las sesiones de entrenamiento por comida, y de hecho, el grupo de hembras
enriquecidas fue el que mostréo menos respuestas durante el periodo de no contingencias.
Sin embargo, el aumento de la autoadministracion de cocaina producido por el
enriquecimiento contrasta con los resultados de Bardo et al. (2001). Estos autores
obtuvieron, por un lado, que machos y hembras enriquecidos disminuian la
autoadministracion dosis bajas de anfetamina en comparacion con los animales criados en
situacion de aislamiento social, y que este efecto desaparecia cuando se utilizaron dosis
altas de anfetaminas; por otro lado, no se observaron diferencias entre los animales
enriquecidos y los estabulados de forma social. En conjunto los resultados de Bardo et al.
(2001) sugieren que las diferencias podian ser debidas a la situacién de aislamiento de los

animales control o, alternativamente, a que los efectos de la cocaina y la anfetamina en la
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autoadministracion intravenosa de drogas estdn mediados por diferentes sistemas
neurobiolégicos (Schenk et al., 1986).

En nuestro estudio, también aparecieron diferencias globales de sexo, lo cual es consistente
con datos previos de otros autores que encuentran que las hembras se autoadministran mas
cocaina que los machos, sobretodo en las fases iniciales de adquisicion (Lynch y Carroll
1999; Roth y Carroll, 2004). Ademas, observamos que en los grupos de hembras también
hubo un mayor porcentaje de sujetos que adquirieron la conducta de autoadministracion; si
bien este dato no fue significativo en el analisis que mostrd una tendencia a la interaccion.
Ademas, para la realizacion de este estudio tuvimos que llevar a cabo dos series de
enriquecimiento con el fin de completar la muestra de machos, y también debemos
considerar en la misma direccion otros datos de la literatura segun los cuales y utilizando
dosis bajas como en el presente estudio, las hembras requieren un ntmero inferior de
sesiones de autoadministracion hasta alcanzar el criterio de adquisicion en comparacion con
los machos. Con respecto a las diferencias de sexo observadas en el consumo de otro tipo
de drogas, como por ejemplo la fenciclidina (PCP), se vio que el 100% de los monos rhesus
hembra adquirieron la conducta de autoadministracion mientras que solo lo hicieron el
36.4% de los machos (Carroll et al., 2000). Cuando se comparo la adquisicion de machos y
hembras en condiciones que promueven una adquisicion lenta como son las bajas dosis de
droga, las hembras adquiriendo la autoadministracion mas rapidamente que los machos; en
cambio, bajo condiciones que promueven una rapida adquisiciéon como son las dosis altas,
el preentrenamiento operante o la privacion de comida, los machos y hembras no difirieron
en la velocidad de adquisicion (Lynch et al., 2001; Lynch y Taylor, 2004).

En referencia a los efectos diferenciales del enriquecimiento en funcion del sexo,
Zimmerberg y Brett (1992) estudiaron la preferencia por d-anfetamina o barbital en ratas
enriquecidas y ratas aisladas durante 60 dias tras el destete, y observaron que los machos
control aislados prefirieron la d-anfetamina, mientras que las hembras control aisladas
prefirieron el barbital; estas diferencias sexuales fueron abolidas por el enriquecimiento, de
manera que los animales enriquecidos no mostraron preferencia por ninguna de estas
drogas y, ademas, ingirieron menores cantidades en comparacion con los animales aislados.
Los resultados de los datos obtenidos en el presente estudio con cocaina correspondientes a
los animales que alcanzaron el criterio de adquisicion bajo condiciones de FR1 indican un
efecto del tratamiento de enriquecimiento todavia mas potente al tiempo que se anularon las

diferencias de sexo en el andlisis global. Esto es, durante las ultimas tres sesiones de FR1
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los animales macho enriquecidos aumentaron la media del nimero de infusiones respecto a
los machos control. A este respecto, hay que tener en cuenta el criterio de adquisicion de
recibir un minimo de 10 infusiones, de manera que los animales que no se
autoadministraron méas de 10 infusiones durante las ultimas sesiones de adquisicidon no
continuaron la secuencia experimental. Asi, es logico suponer que al realizar el analisis de
los datos de RF1 excluyendo los animales que presentaron los valores de respuesta mas
bajos podia producirse un aumento general en el valor de la media de las infusiones
recibidas en los diferentes grupos experimentales. No obstante, el resultado obtenido fue en
cierta medida sorprendente, puesto que el aumento mayor en el grupo de machos
enriquecidos con respecto al resto de grupos; teniendo en cuenta ademas que el nimero de
sujetos que no alcanzaron el criterio de adquisicion en los grupos de machos control y
enriquecidos era muy similar al 50% en ambos. Esto sugiere que si bien el enriquecimiento
no aumenta el nimero de animales que alcanzaran el criterio de autoadministracion, parece
que aumenta el consumo de droga en los animales que lo alcanza. Ademas, al observar las
curvas de autoadministracion que obtuvimos podria interpretarse que el tratamiento tuvo
efectos extremos en los machos, de manera que aumentd el consumo de droga en los
sujetos que alcanzaron el criterio, pero también disminuyo el consumo en los sujetos que no
lo alcanzaron, mostrando patrones de comportamiento extremos ambos subgrupos
animales. Hemos de comentar también que los animales excluidos del analisis por no
alcanzar el criterio no se debi6 a factores de aprendizaje o a efectos en la conducta operante
inespecifica ya que no mostraron deficits durante el preentrenamiento por comida, o
durante la primera sesion de autoadministracion de cocaina, donde se alcanzaron los niveles
mas elevados de consumo en todos los grupos debido a la falta de experiencia previa con la
droga.

Cuando en la octava sesion el programa de refuerzo aumentd a la ejecucion de tres
respuestas para la obtencion de una infusion de cocaina, las hembras continuaron
presentando niveles de autoadministracion mayores que los machos, y los grupos
enriquecidos presentaron, al igual que en la fase anterior, un mayor nivel de
autoadministracion con respecto a los animales control.

A lo largo de las cinco sesiones de autoadministracion de cocaina correspondientes al
programa de razoén fija cinco volvieron a aparecer efectos globales significativos de los
factores sexo y tratamiento, y la interaccion se hizo evidente porque, por un lado, el grupo

de machos control se autoadministr6 menos infusiones y mostrd a su vez un patron estable
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de consumo a lo largo de las sesiones, mientras que el grupo de hembras control aumentd
progresivamente el consumo hasta la cuarta sesion de esta fase de mantenimiento, aunque
mostrd una disminucioén en el numero de infusiones de la ultima sesion de RFS5. Por su
parte, el enriquecimiento aumentd globalmente la conducta de autoadministraciéon en
machos y hembras, aunque los machos enriquecidos recibieron mas infusiones que los
machos control mostrando una escalada en el consumo a lo largo de las sesiones; en
cambio, las hembras enriquecidas mostraron un mayor consumo que el resto de grupos
durante las tres primeras sesiones de esta fase de mantenimiento pero disminuyeron el
numero de infusiones autoadministradas en las dos ultimas sesiones. Esto ultimo fue debido
principalmente a dos sujetos de cada uno de los grupos de hembras control y enriquecidas.
Maiés concretamente, una hembra control y una hembra enriquecida realizaron
sistematicamente menos de 5 infusiones durante las 5 sesiones de FR5 y en la tltima
sesion, la hembra enriquecida recibid una infusiéon mientras que la hembra control no
recibid ninguna. Asimismo, las otras dos ratas, una hembra control y otra enriquecida
recibieron un niumero de infusiones en torno a la media de su grupo a lo largo de estas
sesiones, pero en la ultima, la hembra enriquecida solo recibié 3 infusiones y la hembra
control no recibid ninguna, con lo cual las medias de los dos grupos disminuyeron
claramente en esta ltima sesion.

Con respecto a las respuestas realizadas en las palancas durante la fase de mantenimiento
en condiciones de RF5, los datos mostraron que, al igual como ocurrid en las fases previas,
el grupo de hembras enriquecidas hizo mas palancadas que el resto de grupos, sin que
aparecieran diferencias significativas entre los grupos en el nimero total de respuestas
realizadas en la palanca inactiva.

Una forma de estudiar la motivacion por el consumo de drogas en animales de laboratorio
es mediante el programa de refuerzo de razon progresiva, en donde el animal debe
aumentar el nimero de respuestas en la palanca activa para conseguir el refuerzo. Llegados
a este punto, debemos comentar previamente a la interpretacion de los datos obtenidos que
la muestra de sujetos que realizaron esta sesion fue reducida, especialmente en los grupos
de hembras; sin embargo, creemos que merecen ser incluidos teniendo en cuenta que deben
ratificarse en estudios posteriores incluyendo un mayor nimero de sujetos. Los sujetos de
nuestro experimento que alcanzaron esta fase del entrenamiento fueron 7 machos control, 6
machos enriquecidos, 4 hembras control y 4 hembras enriquecidas. Globalmente en la

variable ‘punto de corte’ o infusiones recibidas encontramos una tendencia a la
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significacion en la interaccidon sexo por tratamiento. De nuevo las hembras control se
autoadministraron un mayor numero de infusiones que los machos control bajo este
programa de refuerzo, mostrando mas motivacion que ellos para conseguir la droga, lo cual
es consistente con la literatura, que muestra que las hembras presentan un mayor consumo
que los machos sobretodo ante este tipo de programas de refuerzo con una razén alta. En
esta sesion el enriquecimiento afectdé de forma diferente a machos y hembras ya que
aumento el punto de corte en los machos, quienes se autoadministraron una cantidad de
infusiones mayor que los machos control, de manera consistente con la conducta presentada
durante las sesiones previas de adquisicion y mantenimiento de la conducta de
autoadministracion. En las hembras enriquecidas, y contrariamente a lo esperado, el
enriquecimiento disminuy6 el incentivo motivacional de la droga bajo el programa de
refuerzo progresivo, lo cual se tradujo en un nimero menor de infusiones recibidas. En este
punto debemos comentar que, en principio, esta disminucion en el nimero de infusiones
recibidas no se debe a la disminucion observada durante la Gltima sesion de FRS, ya que las
ratas causantes de la bajada en la media del grupo no fueron incluidas en este analisis, y
solo las ratas que se autoadministraban consistentemente mas de 10 infusiones realizaron la
ultima sesion de de razon progresiva. Por tanto, las diferencias observadas parecen deberse
exclusivamente a la motivacion por la cocaina bajo este programa de reforzamiento.
Aunque es dificil explicar la tendencia que muestran estos resultados y con las reservas
comentadas anteriormente sobre el tamafio de la muestra, podemos especular que el EA
pueda ejercer un papel protector ante el consumo de drogas, especificamente en las
hembras, cuando las exigencias del consumo sean elevadas. En el experimento de Green et
al. (2002), donde los animales realizaron 5 sesiones consecutivas bajo el programa de razon
progresiva para autoadministrarse anfetamina (0.06 mg/kg por infusion), las ratas
enriquecidas no difirieron de las aisladas durante las primeras 2 sesiones, pero mostraron
una disminucion en el punto de corte durante las tres ultimas sesiones de razon progresiva.
Cuando la dosis se aumento6 a 0.2 mg/kg por infusion, desaparecieron las diferencias entre
los grupos, de manera que los machos enriquecidos y controles aumentaron el punto de
corte presentando valores similares de consumo. Posteriormente, determinaron la curva
dosis-respuesta utilizando diferentes dosis de anfetamina y Unicamente encontraron
diferencias significativas entre los grupos a una dosis baja de 0.02 mg/kg, siendo los
machos enriquecidos quienes recibieron menos infusiones; con las dosis elevadas de

anfetamina, los grupos no mostraron diferencias significativas en el punto de corte. De este

163



Segundo bloque experimental

estudio se desprende que las dosis bajas de anfetamina no son suficientes para mantener la
respuesta operante en las ratas enriquecidas lo que resulta en una extincion de la conducta.
Asi, debemos tener en cuenta que las diferencias encontradas entre los grupos bajo este
programa de refuerzo pueden ser especificas de los efectos de la droga, ya que cuando
realizamos la sesion de razon progresiva por comida no aparecieron diferencias entre los
grupos en el punto de corte, indicando que hay una motivacion similar por otros refuerzos
incondicionados como la comida.

También podria suceder que el enriquecimiento cambiara la velocidad de extincion de la
conducta de autoadministraciéon de cocaina de forma dependiente del sexo. Asi si la
extincion estuviera acelerada en las hembras enriquecidas, las dosis de cocaina estarian
cada vez estan mas espaciadas en el tiempo de manera que no alcanzarian la concentracion
Optima necesaria en el cerebro para que se reestableciera la conducta de busqueda de droga,
lo cual llevaria a su vez a que se produjera antes la extincion. Otra explicacion podria estar
basada en la diferencia en el grado de sensibilidad hacia la cocaina por parte de los
diferentes grupos experimentales o, a un diferente umbral de refuerzo. Entonces, en
condiciones de autoadministracion regular la droga estd presente mas a menudo y las
concentraciones en el cerebro hacen que se active el umbral que mantiene la conducta de
autoadministracion; en cambio, si la obtencion de la droga se hace mas dificil y no alcanza
el umbral de dosis necesario en el cerebro puede que la rata cese la autoadministracion. A
este respecto, Fowler et al. (1993) entrenaron a ratas aisladas y enriquecidas bajo un
procedimiento de discriminacion operante de dos palancas, en el que los sujetos debian
discriminar una palanca asociada a la administracion de 5 mg/kg de cocaina de otra palanca
que suministraba salino. En las pruebas de generalizacion, las ratas aisladas mostraron
mayor sensibilidad que las enriquecidas a los efectos de la droga, de manera que
discriminaron con 1.01 mg/kg de cocaina; en cambio las ratas enriquecidas necesitaron
mayor cantidad de droga, 1.55mg/kg para poder discriminar la palanca que administraba
droga de la que administraba salino. El mismo procedimiento se realiz6 utilizando d-
anfetamina y de nuevo, las ratas enriquecidas necesitaron dosis mas altas de droga (0.33
mg/kg) que las ratas aisladas (0.19 mg/kg) para poder discriminar entre las dos palancas
(Fowler et al.,, 1993). Asimismo, en otro estudio también se concluydé que el
enriquecimiento disminuia la sensibilidad ante los efectos reforzantes de anfetamina y
cocaina con respecto a los animales aislados. En este trabajo, el aislamiento produjo una

sensibilizaciéon locomotora con dosis de anfetamina de 0.5 mg/kg, sin que se observara
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sensibilizaciéon en los animales enriquecidos, y aunque ninguno de los grupos mostrd
sensibilizacion en respuesta a la administracion repetida de cocaina, el grupo de animales
aislados mostr6 un mayor incremento conductual asociado a la administracion aguda de
cocaina y anfetamina en una tarea de refuerzo condicionado y un incremento en la conducta
operante por la obtencion de comida respecto al grupo de animales enriquecidos, lo cual
sugeria también que en los animales aislados habia una mayor sensibilidad a los efectos
reforzantes de la droga en comparacion con los enriquecidos (Smith et al., 1997). Por tanto,
podemos concluir que el enriquecimiento puede disminuir los efectos reforzantes de ciertas
drogas de abuso ante determinadas condiciones experimentales.

Los resultados del presente estudio muestran que el enriquecimiento ambiental aumenta la
autoadministracion de cocaina en machos y hembras con respecto a los animales control
que han sido estabulados de forma social por parejas o en grupos de tres. A este respecto,
hemos de comentar que los estudios que han comparado los efectos del enriquecimiento
utilizando un grupo de ratas control estabuladas de forma social han sido escasos, puesto
que normalmente se han estudiado los efectos de las diferentes condiciones de crianza
comparando los datos de los sujetos aislados con los de un grupo social que podia ser
enriquecido o no. Es dificil interpretar los resultados cuando se comparan los efectos del
enriquecimiento ambiental con los del aislamiento, sin poder disponer de una situacion de
estabulacion estandar, porque cualquiera de las dos condiciones de crianza puede alterar los
parametros evaluados. Mas concretamente, los efectos del enriquecimiento en la conducta
adictiva se han comparado con los efectos del aislamiento en paradigmas de
autoadministracion de anfetamina, y en general, los resultados tienden a indicar una mayor
sensibilidad inicial a los efectos agudos de la droga; no obstante, se observa posteriormente
una sensibilidad menor a los efectos de presentaciones repetidas, asi como un cierto papel
protector cuando se utilizan dosis bajas de sustancia (Bardo et al,. 2001; Green et al., 2002).
Sin embargo, los estudios con otras drogas ofrecen resultados contradictorios. Asi, de una
parte, el enriquecimiento aument6 el consumo de alcohol (Fernandez-Teruel et al., 2002), el
condicionamiento de preferencia de lugar ante la administracion de agonistas k opioides
(Smith et al., 2003) y el consumo de cocaina (Hill y Powell, 1976), mientras que por otro
lado en otros estudios se detectd una menor sensibilidad a los efectos de la cocaina por
parte de las ratas enriquecidas con respecto a las aisladas (Fowler et al., 1993).

Otros estudios han examinado los efectos del enriquecimiento en autoadministracion de

drogas via oral y los efectos obtenidos tampoco son conluyentes. En el trabajo de Hill y
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Powell (1976), las ratas enriquecidas también presentaron un mayor consumo diario de
cocaina oral respecto a los animales aislados, y también presentaron un mayor consumo de
etanol (Rockman et al., 1988; Ferandez-Teruel et al., 1997), si bien otros autores
encuentran que los animales aislados se autoadministran menos cocaina que las ratas
enriquecidas (Shenck et al., 1987b). Algunos autores no detectan diferencias en la
sensibilidad a los efectos reforzantes de la cocaina entre grupos sociales y aislados (Boyle
etal., 1991) o encuentran una mayor autoadministracion de anfetamina en las ratas sociales
en comparacion con las aisladas (Phillips et al., 1994). Schenk et al. (1988) examinaron la
autoadministracion de anfetamina y no encontraron diferencias entre los grupos aislados y
sociales utilizando una dosis alta (0.25 mg/kg por infusion), lo cual podria ser la causa de
que no hubiera diferencias entre los grupos.

Un numero importante de diferencias en los procedimientos metodoldgicos hace que las
comparaciones entre los resultados de estos estudios con respecto al presente estudio sean
dificiles, como son la cepa de ratas utilizadas, la duraciéon de la sesion, la ruta de
administracion y la droga administrada asi como las dosis utilizadas.

Hay indicios de que las alteraciones inducidas por las diferentes condiciones de crianza de
los sujetos en respuesta a varias drogas de abuso son fruto de cambios en la funcion del
sistema dopaminérgico mesolimbico (Bowling et al., 1993; Koob, 2000; Zhang et al., 2005)
Igualmente, entre hombres y mujeres también existen diferencias en los sistemas
neurotransmision dopaminérgica que deben tenerse en cuenta en el estudio de los trastornos
adictivos. Por ejemplo, cuando se examino la respuesta de la dopamina inducida por
estimulantes, se vio que las ratas hembra tendian a presentar una mayor respuesta
dopaminérgica que los machos tras la administracion de la droga, y ademas cuando
estudiaron fragmentos de tejido del estriado ‘in vitro’ obseraron que el relevo de dopamina
estimulado por anfetamina fue mayor en las hembras que en los machos (Becker y Ramirez,
1981).

Respecto a la funcién dopaminérgica, se sabe la presentacion de estimulos reforzadores
primarios como la comida, la novedad o diferentes drogas de abuso produce un incremento
en la actividad de la dopamina en el nicleo accumbens, lo cual a su vez lleva a la activacion
locomotora y la conducta de acercamiento; por lo tanto podemos suponer que también la
situacion de enriquecimiento, en la que los animales estdn expuestos peridodicamente a
nuevos estimulos, podria alterar el sistema mesolimbico dopaminérgico. En relacion con

esto, en un estudio se vio que el enriquecimiento alteraba los niveles de DA en diversas
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regiones cerebrales con respecto a los animales aislados (Riege y Morimoto, 1970), sin
embargo, los datos de estudios mas recientes no son concordantes porque no han
encontrado diferencias entre ratas enriquecidas y aisladas en los niveles de receptores de
dopamina D1 y D2 en el nucleo accumbens (Bardo y Hammer, 1991), ni en los niveles
basales de dopamina o en el relevo de este neurotransmisor inducido por anfetamina en el
nucleo accumbens (Bowling et al., 1993).

Tampoco se han encontrado diferencias entre animales enriquecidos y aislados en la
sintesis de dopamina estimulada por la administracion de morfina en los sistemas
mesolimbico y negroestriado, ain cuando si se detectaron diferencias mediante el
paradigma del condicionamiento de preferencia de lugar, donde se observo que los
animales enriquecidos mostraron un condicionamiento mayor al compartimento asociado a
la morfina que el que mostraron los animales aislados. No obstante, las ratas aisladas fueron
las que mostraron una mayor sensibilizaciéon motora ante administraciones repetidas de la
droga, todo lo cual, sugiere ademas que los efectos locomotores y los efectos reforzantes de
la morfina pueden depender de diferentes sustratos neuronales (Bardo et al., 1997). Estos
resultados sugieren que los efectos de la estimulacion de la conducta debido a la
administracion aguda de anfetamina en los animales enriquecidos pueden reflejar
diferencias en la farmacocinética, o en la farmacodindmica de algunas regiones cerebrales
diferentes del ntuicleo accumbens, es decir, las diferencias en la sensibilidad a los efectos
conductuales de la anfetamina en los animales enriquecidos respecto a los aislados pueden
depender de mecanismos distintos a las terminales mesolimbicas (Bardo et al., 1995). Por
ejemplo, estas diferencias pueden deberse a cambios en regiones corticales, como la corteza
prefrontal medial (mPFC), un area que juega un importante papel en el refuerzo de drogas,
especialmente en la recaida y la conducta compulsiva de busqueda de drogas (Wise, 2002;
Everitt y Robbins, 2005).

Es posible que las ratas enriquecidas presenten una mayor conducta de busqueda de cocaina
porque son mas sensibles a las propiedades incentivo-motivacionales de la cocaina.
Robinson y Berridge (2000) han propuesto que tras el uso continuado de droga, el valor
incentivo-motivacional de las drogas y de los estimulos asociados a ellas aumentan, lo que
conduce a un aumento de la motivacion por la busqueda de droga y de la conducta de
consumo de droga debido a la sensibilizacion de los sistemas de refuerzo. Ademas, se ha
visto que la administracion de cocaina produce cambios dopaminérgicos a varios niveles,

por ejemplo actia sobre el transportador de la dopamina (DAT), que interviene en la
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regulacion de la concentracion de DA extracelular, ya que transporta la DA extracelular
hacia el terminal presindptico (Bowling et al., 1993). Los psicoestimulantes, como la
cocaina y la anfetamina, inhiben la funcion del DAT lo que lleva a un incremento en la
concentracion de DA extracelular. Pues bien, se ha visto que ratas enriquecidas presentan
una disminucién (35%) de la velocidad maxima (Vmax) de la recaptacion de DA en el
cortex prefrontal medial (mPFC) comparadas con ratas estabuladas en condiciones de
aislamiento social, y ello se debe a una menor expresion del DAT (39%) en la superficie
celular; este efecto es especifico del mPFC, ya que no se ha observado en el nucleo
accumbens ni en el estriado (Zhu et al., 2004; Zhu et al., 2005). Los autores de estos
trabajos sugieren que la exposicion repetida a la novedad durante el desarrollo podria
activar sistemas neuronales en el mPFC produciendo alteraciones en las cascadas de
sefalizacion celulares, lo cual a su vez podria relacionarse con otros cambios a nivel de
respuesta y funcionalidad celular (Zhu et al., 2005). En relacidon con esto, recientemente,
también se ha demostrado que las ratas enriquecidas comparadas con las aisladas presentan
una disminucion en la densidad de los receptores D1 en la corteza prefrontal (PFC), y la
administracion de un agonista D1 (SKF38393) en el PFC produce un aumento en la
locomocion y en los niveles de acetilcolina que es mas reducida en el grupo de enriquecidos
comparados con los animales aislados (Del Arco et al., 2007a).

En conclusion, los resultados del presente estudio muestran que el EA alter6 la sensibilidad
a los efectos reforzantes de la cocaina. Mientras que en el entrenamiento de refuerzo
operante por comida no se observaron diferencias entre los diferentes grupos, el EA
aument6 especificamente la conducta de autoadministracion de cocaina en machos y
hembras respecto a los grupos control en los programas de refuerzo de FR1, FR3 y FRS.
Ademas, el enriquecimiento afectd especialmente a las hembras, que mostraron un mayor
aumento en la conducta de busqueda de drogas en comparacion con los machos es estos
programas de refuerzo, en cambio, cuando se realiz6 la sesion de razon progresiva el
enriquecimiento afectd diferencialmente a machos y hembras, de modo que aument6 el

consumo de cocaina en los machos y lo disminuy6 en las hembras enriquecidas.
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5. CONCLUSIONES

1.

El EA no modifico los niveles de actividad motora basal en las jaulas de los

animales durante las fases de luz-oscuridad.

Las hembras mostraron mayores niveles de actividad motora basal durante el

periodo de luz en comparacion con los machos.

El EA disminuyo el peso de machos y hembras.

El EA no modificé la ingesta de los animales respecto a los grupos control.

No se observaron diferencias de sexo ni de tratamiento en la adquisicion de la

conducta operante por la obtencion de comida.

Las hembras mostraron una mayor conducta de autoadministracién de cocaina que

los machos en los programas de refuerzo de FR1, FR3 y FRS.

El EA aumento la autoadministracion de cocaina en machos y hembras respecto a

los animales control en FR1, FR3 y FRS.

El tratamiento de EA afectdé diferencialmente a machos y hembras en la
autoadministracion de cocaina en el programa de refuerzo de razon progresiva,
aumentando el numero de infusiones recibidas en los machos y disminuyéndolo en

las hembras.
El EA aument6 la conducta de busqueda de droga en las hembras como se observa

de forma general por los niveles mas elevados de respuestas totales en la palanca

activa por parte de las hembras enriquecidas.
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10. Un mayor porcentaje de hembras (aunque no significativo) adquirireron la
autoadministracion de cocaina con respecto a los machos, pero el tratamiento de EA

no afecto al porcentaje de adquisicidon de autoadministracion de cocaina.
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IV. DISCUSION GENERAL



Discusion general

Los resultados especificos que hemos obtenido en cada uno de los estudios del presente
trabajo se han discutido en las secciones anteriores correspondientes. En este apartado final
expondremos las aportaciones globales que consideramos mas interesantes € intentaremos
contrastarlas con el propodsito de extraer algunas ideas o conclusiones generales.

A lo largo de este trabajo hemos ido presentando los resultados obtenidos en las diferentes
pruebas de conducta en machos y hembras y hemos podido ver que no todos los resultados
van en la misma direccion, y si bien la literatura apunta generalmente a un efecto
beneficioso del EA, establecer qué entendemos por ‘beneficioso’ no resulta siempre tan
obvio. La Tabla 6 que se presenta a continuacién contiene un resumen de los resultados
mas relevantes de cada uno de los experimentos, el andlisis conjunto de los datos nos
proporcionara un perfil conductual completo sobre los efectos del EA en los dos sexos a

partir del cual podremos establecer las conclusiones finales.

Sobre los resultados principales de este trabajo

Nuestros datos indican que el EA produce efectos similares en machos y hembras en
algunos de los pardmetros evaluados mientras que en otros afecta predominantemente a un
sexo o incluso ejerce efectos opuestos en uno y en otro. Por ejemplo, en la primera fila de la
Tabla 6 se observa el resultado de disminucion de peso de forma consistente a lo largo de
los estudios, un efecto del EA que se produjo en machos y hembras, aunque en el Estudio II
este efecto fue mas acentuado y duradero en los machos. Ello podria ser debido a una
mayor susceptibilidad de los machos a los efectos del EA aunque también podria explicarse
por la diferencia de peso existente entre machos y hembras; en cualquier caso se trata de
una variable que alcanza valores superiores en los machos, lo cual a su vez, amplia el
margen de disminucion con respecto a las hembras. Ademas, hay ciertas evidencias
sugiriendo que en algunos casos las hembras pueden ser menos susceptibles que los machos
a determinadas influencias ambientales en edades tempranas. Por ejemplo, se ha visto que
la malnutricion temprana afecta el crecimiento corporal y cerebral (Crutchfield y Dratman,
1980; Jones y Friedman, 1982) y la conducta (Galler y Manes, 1980) de las ratas macho en
mayor grado que las hembras, y lo mismo ocurre con otras intervenciones ambientales
como los procedimientos de separacion maternal (Lehmann et al 1999a); si bien, otros
estudios parecen indicar una mayor sensibilidad de las hembras a los efectos otros tipos de

intervenciones tempranas, como por ejemplo el estrés prenatal. Mc Cormick y
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colaboradores (1995) sometieron a estrés por inmovilizacion a ratas hembra durante los
dias 15-19 de gestacién y posteriormente evaluaron la activaciéon del eje HPA en la
descendencia, encontrando una mayor respuesta de corticosterona y ACTH en respuesta al
estrés por inmovilizacion en las ratas hembra que habian sufrido estrés prenatal en
comparacion con los machos (McCormick et al., 1995).

Con respecto a la actividad motora, los experimentos 3 y 5 indicaron que las hembras
hacian més entradas totales y recorrieron distancias mas largas en los brazos del laberinto
elevado en cruz que los machos, en el experimento 4 las hembras recorrieron mas distancia
que los machos en la tabla de agujeros, en el experimento 10 de actimetria vemos que las
hembras mostraban mas actividad basal que los machos en las jaulas de estabulacion
durante el periodo de luz, todo lo cual confirma y es consistente con que las hembras son en
general mds activas que los machos. En cambio, en relaciéon a la conducta exploratoria
general no observamos diferencias entre sexos en la tabla de agujeros pero con respecto a la
exploracion social los machos mostraron valores de exploracion mas altos que las hembras
(experimentos 1, 2, 7 y 8), lo cual nos permite precisar que hay que tener en cuenta los
distintos componentes de la exploracidn, ya sea social o de las caricteristicas fisicas del
ambiente, con respecto a los patrones de investigacion. Ademas, el EA afecté de manera
distinta estos dtipos de exploracion; por un lado, aumentd globalmente en los dos sexos la
exploracion inicial en la tabla de agujeros durante los dos primeros minutos (experimento
4) pero en los experimentos de discriminacion social aumentod la exploracion social en los
machos adultos especificamente (experimentos 1, 2, y 8).

Con respecto a la emotividad (experimentos 3-6) el EA parece afectar de igual modo a
machos y hembras en paradigmas que involucran un componente ansiogénico como el
laberinto elevado en cruz o el estudio de la respuesta hormonal. Asi, el EA si disminuy6
globalmente la emotividad de los animales en el laberinto elevado en cruz y la reactividad
del eje HPA en respuesta a la exposicion a la tabla de agujeros, lo cual se considera una
situacion de estrés intermedio. Ademas el efecto ansiolitico no se observa so6lo por la
disminucién de los niveles plasmaticos de corticosterona tras la exposicion al aparato sino
también por el aumento inicial de la exploracion a los agujeros que observamos en los
animales enriquecidos, hecho que también se sustenta por la conducta realizada en el
laberinto elevado en cruz, sobretodo cuando se tienen en cuenta aquellas medidas mas

etologicas en el analisis de la conducta (Rodgers y Dalvi, 1997).
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Sin embargo, estas diferencias en variables emocionales no se corresponden con los datos
obtenidos en la respuesta de sobresalto (experimento 6), en este paradigma no observamos
diferencias entre sexos ni en funcion del tratamiento de EA en la respuesta, asi como
tampoco encontramos diferencias entre los grupos en la medida de habituacion.

Probablemente, el mecanismo por el cual el EA puede generar resistencia al estrés en
determinadas situaciones involucra procesos cognitivo-conductuales, celulares 'y
moleculares. El EA proporciona diferentes formas de estimulacion, ya sea cognitiva, social,
acrobatica, motora y sensorial, y para entender los mecanismos de accion del EA es
importante disociar los efectos de estos componentes. Se ha visto que tanto los
componentes sociales como los fisicos contribuyen a los efectos del EA por lo que sus
efectos podrian sustentarse en diferentes sustratos neuronales (Schrijver et al., 2002). Otros
investigadores han explicado los efectos del EA en respuesta al estrés en términos de
percepcion de control sobre el ambiente, basandose en que el enriquecimiento proporciona
oportunidades constantes al animal para estructurar y organizar su ambiente otorgandole
cierto grado de control sobre el entorno de manera que este aumento en la percepcion del
grado de control disminuiria el estrés del animal (Van Praag et al., 2000; Fox et al., 2006).
Alternativamente, también se ha sugerido que el EA puede representar un mecanismo de
inoculacion al estrés, de manera que la introduccidon repetida de nuevos objetos y la
oportunidad de explorarlos podria compararse a la exposicion repetida a estrés intermedio,
aumentando la estabilidad emocional de los animales enriquecidos (Larsson et al., 2002).
Este efecto de inoculacion al estrés podria explicar el efecto ansiolitico del EA y el aumento
de la exploracion hacia los estimulos nuevos que muestran nuestros datos y los de otros
autores (Widman y Rosellini, 1990; Larsson et al., 2002). Sin embargo, no hay consenso
con respecto a los efectos del EA sobre los niveles de corticosterona basal, si bien en
nuestro estudio el EA no afectd a esta variable, y consistentemente otros trabajos tampoco
encontraron diferencias en los niveles basales de corticosterona entre animales enriquecidos
y controles (Pham et al., 1999; Roy et al., 2001), aunque otros autores sugieren que el EA
disminuye la actividad del eje HPA en condiciones basales (Mohammed et al., 1993;
Larsson et al., 2002), indicando que el EA disminuia los niveles de corticosterona basal
(Belz et al., 2003) o tras la exposicion a situaciones estresantes (Roy et al., 2001; Francis et
al., 2002; Welberg et al., 2006) o incluso describen que los animales enriquecidos presentan
mayores niveles basales de corticosterona que los controles (Benaroya-Milshtein et al.,

2004; Moncek et al., 2004). Segun algunos autores esto ultimo podria deberse a que los
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animales enriquecidos tienen glandulas adrenales mayores como consecuencia de la
exposicion repetida a nuevos objetos (Moncek et al., 2004). Por otro lado, se ha visto que
los animales enriquecidos presentan un aumento en los niveles de receptores de
glucocorticoides en el hipocampo, lo cual podria causar un aumento de la sensibilidad a los
glucocorticoides, y esto a su vez, aumentar el feedback negativo desde el hipocampo al
hipotalamo, suprimiendo asi el relevo de CRF (Mohammed et al. 1993; Olsson et al. 1994).
Otro de los efectos comunes del EA en machos y hembras lo observamos en el laberinto
Hebb-Williams, donde el EA mostré efectos beneficiosos en ambos sexos mejorando la
ejecucion de los animales enriquecidos con respecto a los animales control en los diferentes
tipos de problemas. Este efecto de mejora del rendimiento en tareas de aprendizaje y
memoria es uno de los mas consistentemente descritos en la literatura y a menudo se
presenta asociado a efectos de plasticidad sinaptica y neurogénesis hipocampal (para
revision ver Van Praag et al., 2000) hasta el punto de que se ha propuesto que el EA podria
compensar los déficit conductuales y las deficiencias en la expresion de genes, la funcion
sinaptica y los fendmenos de plasticidad en los modelos murinos de enfermedades
degenerativas o genéticas (Martinez-Cue, 2001). Por ejemplo, con respecto a la enfermedad
de Huntington, se ha visto que el EA retrasa la aparicion de los sintomas motores y el
desarrollo de la enfermedad en ratones (Hockly et al., 2002). Incluso un estudio
epidemioldgico en pacientes humanos con Huntington mostré un claro papel de los factores
ambientales en la modulacion de la manifestacion clinica de la enfermedad (Wexler et al.,
2004) y que un ambiente estimulante mejoraba el funcionamiento fisico, mental y social de
una muestra de pacientes con Huntington (Sullivan et al., 2001b).

Pero en nuestro conjunto de datos observamos efectos diferenciales del EA en la
discriminacion social (experimento 8). Aparentemente las hembras enriquecidas
discriminaron peor que ningun otro grupo a las ratas juveniles, en cambio los machos
enriquecidos fueron quienes discriminaron mejor entre los dos tipos de animales juveniles.
El experimento de Hebb-Williams demuestra que esto no es debido a un déficit de
memoria, puesto que las hembras ejecutaron correctamente los problemas del laberinto.
Otra hipotesis, que retomaremos mas adelante, se basaria en cambios en la motivacion
social de estas hembras enriquecidas, de manera que la disminucion en la discriminacion
podria ser debida en parte a una falta de motivacion para la interaccion con los congéneres

juveniles.
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Los efectos del tratamiento en el laberinto contrastan con los resultados obtenidos en la
medida del filtraje sensoriomotor (experimento 6), donde el EA provocd una disminucion
de la inhibicién prepulso, lo cual se interpreta habitualmente como que los mecanismos
atencionles relacionados con el filtraje sensorial han sido alterados produciendo una
disminucién en la capacidad de deteccion o de procesamiento sensorial; paradojicamente,
este efecto se ha descrito generalmente en animales que han sufrido aislamiento social
desde el destete con el objetivo de modelar la sintomatologia relacionada con los trastornos
psicoticos (Geyer et al., 1993; Swerdlow et al., 2000). Aunque la mayoria de estudios
muestran que los efectos del enriquecimiento y del empobrecimiento ambiental son
opuestos, en ocasiones se observan cambios en la misma direccidén, y normalmente estos
cambios se han relacionado con el sistema de neurotransmision dopaminérgico (Varty et
al., 2000). Asi, por ejemplo, se ha mostrado que ratas enriquecidas y aisladas presentan
aumentos similares en algunas variables neuroquimicas como los niveles de dopamina
cortical (Jones et al., 1992), sugiriendo que tal vez las variaciones en este neurotransmisor
estén implicadas en el déficit en PPI observado en nuestras ratas enriquecidas.

En nuestro estudio no detectamos diferencias globales de sexo en los valores de PPI. A este
respecto la literatura ofrece resultados contradictorios, de manera que algunos estudios
realizados con animales de laboratorio describen una disminucion en el PPI en ratas macho
respecto a las hembras (Faraday et al. 1999, Lehmann et al 2000), mientras que otros no
hallan diferencias de inhibicion prepulso en funcion del sexo (Swerdlow et al., 1993). En
otro estudio donde las ratas fueron expuestas a una toxina prenatal, no se encontraron
diferencias de sexo en el porcentaje global de inhibicién prepulso aunque si en la edad de
aparicion de los déficit, de manera que fueron los machos quienes mostraron antes que las
hembras las alteraciones en PPl que las hembras, lo cual se asemeja a las diferencias
sexuales en cuanto a la edad de aparicion de los sintomas de la esquizofrenia (Borrell et al.,
2002). Los estudios con humanos muestran que los hombres presentan una mayor PPI que
las mujeres (Swerdlow et al., 1993), pero estos resultados parecen poco consistentes.
Blumenthal y Gescheider (1987) encontraron valores de PPI mas reducidos en las mujeres
con respecto a los hombres cuando utilizaron como prepulso un estimulo tactil, pero no
obtuvieron este resultado en una replicacion posterior utilizando varias intensidades
diferentes de prepulso. En otro experimento realizado con nifios y nifias de 8 afios de edad
también se observd inicialmente un PPI reducido en las mujeres, pero estas diferencias de

sexo observadas tampoco se replicaron en otros experimentos con adultos o con nifios de 5
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anos de edad (Ornitz et al., 1991). Otro estudio realizado en humanos demostrd la
estabilidad en el tiempo de los valores de PPI, replicandolo en los mismos sujetos una vez
al mes durante 3 meses, no encontrando diferencias entre hombres y mujeres en inhibicién
prepulso (Ludewig et al., 2003).

En cuanto a los resultados obtenidos en el Estudio III sobre la autoadministracién de
cocaina observamos que el EA aument6 de forma diferencial el consumo de la droga en
machos y hembras. Si bien los animales enriquecidos presentaron globalmente un consumo
de cocaina mayor que los animales control, en nuestro experimento también aparecieron
los efectos de sexo descritos en la literatura y que indican un mayor consumo de cocaina
por parte de las hembras en comparacion con los machos. Sin embargo, algunos estudios
indican que el EA podria ejercer un papel protector en la autoadministraciéon de otras
sustancias psicoestimulantes como la anfetamina (Bardo et al., 2001; Green et al., 2002),
aunque este dato tampoco es consistente con el aumento en el consumo de alcohol y de
cocaina observados mediante el paradigma de las dos botellas (Hill y Powell, 1978;
Fernandez-Teruel et al., 2002), o con el aumento del condicionamiento de preferencia de
lugar ante la administracion de agonistas k opioides (Smith et al., 2003). En general, los
resultados a favor de una autoadministracion reducida en los animales enriquecidos s6lo se
obtienen cuando se utilizan dosis bajas de droga, y las diferencias mas sustanciales se han
obtenido comparando el consumo de los sujetos enriquecidos con respecto al grupo de
animales aislados, sin que podamos disponer de datos comparativos con un grupo social, lo
cual indica que tal vez estas diferencias se deban, en parte, a las alteraciones propias del
aislamiento social y no a un efecto especifico del enriquecimiento (Geyer et al., 1993).

Las inconsistencias observadas entre los resultados del presente trabajo en la
autoadministracion de cocaina y los resultados obtenidos por otros autores en la
autoadministracion de anfetamina podrian deberse también a diferentes adaptaciones
neuronales en respuesta al enriquecimiento y a los mecanismos de accion de las drogas.
Esto es, mientras que la anfetamina aumenta el relevo de DA inhibiendo la funcion del
DAT y la recaptacion de la DA, la cocaina actia especificamente inhibiendo la funcion del
DAT (Bowling et al., 1993). Por otro lado, algunos autores apuntan que las diferencias
conductuales en la autoadministracion de anfetamina y cocaina podrian también deberse a
los efectos de la anfetamina sobre otros sistemas de neurotransmision como la serotonina o

la adrenalina (Zhu et al., 2004).
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Pero volviendo al sistema dopaminérgico, las ratas enriquecidas presentaron una
disminucién de la funcién del transportador de dopamina (DAT) en la corteza prefrontal
medial (mPFC) y a nivel conductual, la administracion de un inhibidor selectivo del
transportador de la dopamina (DAT), el BGR 12935, aument6 la actividad motora de las
ratas enriquecidas con respecto a las aisladas y tras la administracion repetida de esta
sustancia solo las ratas enriquecidas mostraron sensibilizacion motora (Zhu et al., 2004).
Curiosamente, los efectos de disminucion de la funcion del DAT y del metabolismo de la
DA fueron especificos del mPFC y no se observaron en el estriado ni en el nucleo
accumbens, sugiriendo que el aumento en la sensibilidad de los efectos locomotores de la
administracion de esta sustancia fue debido a estas alteraciones de la funcion
dopaminérgica especificamente en el mPFC. Tal vez, estos cambios en los circuitos
dopaminérgicos derivados del tratamiento de EA estén relacionados también con la
disminucién en el PPl y el aumento de autoadministracion de cocaina observado en
nuestras ratas enriquecidas en los Estudios I y III, respectivamente.

Ademas, trabajos previos han demostrado que el mPFC juega un papel importante
mediando el refuerzo de drogas, la recaida de la conducta de busqueda de drogas y la
adiccion (Everitt y Robbins, 2005). El mPFC tiene proyecciones excitatorias
glutamatérgicas directas al nicleo accumbens, y de hecho, el relevo de DA en el mPFC
inducido por la aplicacion local de anfetamina produce una disminucion del relevo de DA
en el accumbens (Karreman y Moghaddam, 1996). Ademas, el EA también disminuy¢ el
metabolismo de DA (disminuy6 el contenido de DOPAC) en el mPFC y este efecto no se
observod en los animales aislados, lo cual podria estar relacionado con la disminucion de la
funcién del DAT en el mPFC (Zhu et al., 2004). Asi, la disminucion de DOPAC en el
mPFC podria reflejar una disminucion en el relevo de DA y del contenido de DA en esta
region, ello a su vez llevaria a un aumento en el relevo de DA en el estriado y el nucleo
accumbens lo cual aumentaria la propensividad a la sensibilizacion conductual tras la
repetida administracion de cocaina (Zhang et al., 2005).

Como decimos, estos cambios descritos tras el enriquecimiento en la funcidén
dopaminérgica en el mPFC podrian estar relacionados también con el déficit en PPI
observado en los sujetos de nuestro estudio. Se ha visto que manipulaciones farmacologicas
de los sistemas serotoninérgicos, adrenérgicos, glutamatérgicos y dopaminérgicos alteran el
PPI en ratas (Swerdlow et al., 2000). Es mads, la administracion de anfetamina también

produce déficits en PP, y pacientes esquizofrénicos también presentan estos déficits en PPI
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(Braff et al., 1999). Recientemente, Zhang y colaboradores (2005) sugirieron que los
déficits en PPI pueden deberse a un aumento de la transmision dopaminérgica en regiones
subcorticales y a una disminucion de esta sustancia en la corteza, concretamente en el
mPFC. Se ha visto que la regulacion correcta del filtraje sensoriomotor requiere niveles de
funcionalidad 6ptimos de transmision dopaminérgica a nivel del mPFC, por lo que una
funcién disminuida podria ser consecuencia de un exceso o una disminucion de DA en el
mPFC; asi, se ha visto que una activacion excesiva o deficiente de los receptores D1
produce una disminucion del PPI en ratas y monos (Arnsten y Goldman-Rakic, 1998;
Seamans et al., 1998), y en concordancia con ello, datos recientes indican que el
enriquecimiento provoca una disminucion de los receptores D1 en el mPFC (Del Arco et
al., 2007a).

Los datos del Estudio II son en cierto modo paraddjicos porque de una parte, la
disminucién en el PPI reflejaria un empeoramiento de los mecanismos de filtraje atencional
en las ratas enriquecidas, mientras que en el experimento que se realiz6 a continuacion y en
el que se evaluo la capacidad de aprendizaje en el laberinto Hebb-Williams, los mismos
animales no mostraron alteraciones en las funciones cognitivas, de hecho, estas mismas
ratas enriquecidas presentaron una ejecucion mejor que las controles en el laberinto incluso
un afio después de que acabara el enriquecimiento, lo cual indica ademas que los efectos del
tratamiento en tareas de aprendizaje complejas son duraderas. Pero ademas, los resultados
obtenidos en la evaluacién del filtraje sensoriomotor no fueron los Unicos que nos
sorprendieron, de hecho, los efectos diferenciales del enriquecimiento en las pruebas de
discriminacion social fueron también inesperados. Consistentemente, los machos mostraron
un aumento en los tiempos de interaccion social con los juveniles en comparacion con las
hembras, y en este caso, el enriquecimiento potencio este patrén de modo que aument6 la
exploracion social en los machos y la disminuyd en las hembras, al igual que paso con el
reconocimiento social. No obstante, considerando la conducta de estas mismas hembras
enriquecidas en el laberinto Hebb-Williams, donde mostraron niveles de ejecucion
similares a los machos enriquecidos, nos inclinamos a pensar que la disminucién observada
en el reconocimiento social no se debi6 especificamente a un fallo en los mecanismos de
memoria, sino mas bien reflejo la intervencion de otros factores de caracter motivacional.
Esto es, las hembras enriquecidas parecian presentar una motivacion disminuida por la

exploracion social.
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Sobre los procedimientos de EA y la heterogeneidad de los efectos descritos

Los protocolos experimentales del EA varian entre laboratorios, al igual que los objetos
utilizados para el tratamiento, los cuales cambian en su composicién, forma, tamafo,
textura, olor y color. Ademas, otro componente presente en algunos protocolos de
enriquecimiento son las ruedas de actividad, con importantes implicaciones sobre el
aumento del ejercicio fisico voluntario que hacen los sujetos y que produce efectos
positivos similares al enriquecimiento ambiental (Will et al., 2004). En conjunto, no esta
bien establecido cual de los componentes del enriquecimiento es el causante de los cambios
que produce en muchas facetas del organismo. Por un lado, la complejidad ambiental
provee de mayores oportunidades para la estimulacion social, somatosensorial y olfativa;
ademas, la novedad que se consigue cambiando periddicamente los objetos o la posicion de
estos en el espacio proporciona estimulacion cognitiva adicional que puede mejorar la
formacioén de mapas cognitivos. Todos estos factores pueden comportar un aumento en la
estimulacion y en la actividad fisica, ademas de en las diferentes formas de interaccionar
con los individuos que forman parte del ambiente. En relacion al ejercicio fisico, cuando se
estudian sus efectos de forma aislada se ha encontrado algunos efectos que coinciden con
los del EA, como son un aumento de los niveles de BDNF y de la angiogénesis (Isaacs et
al., 1992), de la proliferacién y la supervivencia de las células del hipocampo (Van Praag
et al.,, 1999) y del nimero de células de microglia en la corteza (Czurko et al., 1999) asi
como también se observan mejoras en tareas de aprendizaje (Radak et al., 2001).

Otro aspecto a tener en cuenta es el momento de la vida del individuo en el que se provee
de la experiencia de EA, de manera que aunque parece ejercer efectos beneficiosos a
cualquier edad también ha mostrado sus efectos morfologicos mas contundentes cuando se
aplica durante etapas tempranas del desarrollo (Renner y Rosenzweig, 1987). A modo de
resumen, se ha visto que el EA administrado en etapas infantiles produce cambios en el
peso y grosor cortical (Rosenzweig et al., 1962; Diamond et al., 1964) incrementa las
ramificaciones y la longitud de las dendritas y el numero de espinas dendriticas (Volkmar y
Greenough, 1972; Berman et al., 1996), aumenta la neurogénesis hipocampal y la
integracion de estas nuevas células en circuitos funcionales (Kempermann et al., 1997a,b;
Segovia et al., 2006) y los niveles de neurotrofinas como el BDNF y el NGF que estan
relacionados en la comunicacioén neuronal (Ickes et al., 2000; Rampon et al., 2000a). Estos

cambios son consistentes con las alteraciones en la expresion de genes relacionados con la
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funcion sinaptica y la plasticidad celular y con la expresion de proteinas sinapticas como la
sinaptofisina y la PSD-95. El EA también induce alteraciones en la expresion de las
subunidades de los recetores NMDA y AMPA, fortaleciendo las sinapsis ademas de inducir
formas especificas de plasticidad como la potenciacion a largo plazo (LTP) (Green y
Greenough, 1986).

Los resultados con animales de laboratorio nos ofrecen la posibilidad de estudiar con
precision las interrelaciones que se producen entre el sujeto y el ambiente especifico en el
que se desarrolla. Las implicaciones practicas y tedricas de este tipo de investigaciones son
enormes. El cerebro es un 6rgano enormemente plastico que responde de forma constante a
los estimulos externos que configurardn de algun modo al individuo. En humanos, se ha
descrito que sucesos negativos o traumadticos durante la infancia y a lo largo de la vida,
pueden provocar efectos negativos a largo plazo. Asimismo, también se han mostrado
efectos beneficiosos del enriquecimiento ambiental en la prevencion de los déficit
asociados a la edad o paliando situaciones adversas en la infancia de nifios desfavorecidos
con el objetivo de mejorar sus funciones cognitivas y su desarrollo emocional.

Pero no todos los organismos pueden ser igualmente susceptibles a las determinadas
experiencias del medio y algunos pueden mostrar mayor flexibilidad conductual que otros.
Una variable que determina particularidades en el funcionamiento cerebral de algiin modo
es el sexo del individuo, no sé6lo por la diferente carga genética y hormonal sino también
por los diferentes patrones culturales que moldearan o influirdn el desarrollo del individuo
favoreciendo o inhibiendo determinados modos de comportamiento. Establecer hasta qué
punto determinados comportamientos sociales son fruto de las convenciones establecidas o
si estas convenciones son fruto de determinantes biolodgicos subyacentes es una tarea dificil
y controvertida. No obstante, ¢ independientemente de las razones de estas diferencias, se
evidencia la distinta respuesta que se produce ante un mismo evento en dos organismos

distintos, y mds aln si uno es un hombre y otro una mujer.
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Conclusiones generales

Ausencia de efectos

El tratamiento de EA no afect6 a los niveles de ingesta ni a la actividad motora
basal en las jaulas de los animales durante los periodos de luz-oscuridad respecto a
los animales control.

El EA no altero los niveles basales de las hormonas ACTH y corticosterona.

El EA no afectdé a la respuesta ante el estimulo de sobresalto actstico ni la
habituacion de la respuesta.

No se observaron diferencias de sexo ni de tratamiento en la adquisicion de la

conducta operante por la obtencién de comida

Diferencias de sexo

10.

11.

12.

El EA provoc6 una disminucion de peso

Los machos mostraron una mayor conducta de exploracion social hacia los
juveniles en comparacion con las hembras.

Las hembras presentaron mayores niveles de actividad motora basal durante el
periodo de luz en comparacion con los machos.

Las hembras presentaron mayores niveles de actividad motora como se muestra por
el aumento de la distancia recorrida en el laberinto elevado en cruz y la tabla de
agujeros y por la menor latencia observada en la resolucion de los problemas del
laberinto Hebb-Williams.

Las hembras mostraron una adquisicion mas rapida del aprendizaje en el laberinto
Hebb-Williams en comparacion con los machos.

Las hembras presentaron mayores niveles de ACTH y corticosterona basales y en
respuesta a la exposicion a la tabla de agujeros con respecto a los machos.

Las hembras mostraron una mayor conducta de autoadministracion de cocaina que
los machos en los programas de refuerzo de FR1, FR3 y FRS.

Un mayor porcentaje de hembras (aunque no significativo) adquiri6 Ia

autoadministracion de cocaina con respecto a los machos.
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Efectos comunes del tratamiento de EA en machos y hembras

13.

14.

15.

16.

El EA disminuy6 la emotividad de machos y hembras como se muestra por la
mayor conducta en los brazos abiertos en el laberinto elevado en cruz, la mayor
exploracion durante los primeros minutos de la exposicion a la tabla de agujeros y la
menor reactividad del eje HPA ante esta Ultima prueba respecto a los animales
control.

El EA disminuy6 el porcentaje de inhibicion prepulso en machos y hembras
respecto a los grupos control.

El EA mejor6 el aprendizaje espacial en el laberinto Hebb-Williams en machos y
hembras respecto a los animales control: disminuyd el niimero de errores, la
distancia recorrida y la latencia de llegada a la meta.

El EA aumento la autoadministracion de cocaina en machos y hembras respecto a

los animales control en FR1, FR3 y FRS.

Efectos diferenciales del tratamiento de EA en funcion del sexo

17.
18.

19.

20.

La disminucion de peso por el EA se produjo de forma mas marcada en los machos.
El EA aument6 la exploracion y el reconocimiento social en los machos y los
disminuy¢ en las hembras.

El EA aumentd de forma global la conducta de busqueda de droga en las hembras,
que fueron las que presentaron los niveles mas elevados de respuestas totales en la
palanca asociada a la cocaina.

El tratamiento de EA afect6 diferencialmente a machos y hembras en la
autoadministracion de cocaina en el programa de refuerzo de razon progresiva, de
modo que aumentdé el numero de infusiones recibidas en los machos y las

disminuy6 en las hembras.
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