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RESUMEN

La adiccion a la cocaina se caracteriza por una persistente
y alta susceptibilidad a la recaida, y hasta el momento, no existe
ninguna terapia, ni psicologica ni farmacologica, eficaz para su
tratamiento por lo que la prevencion, tanto en el inicio del
consumo como en la recaida, es un objetivo prioritario. El
presente trabajo valora el endofenotipo de la Inhibicién Pre-
Pulso (IPP) del reflejo de sobresalto como marcador
psicofisiologico para detectar los sujetos que presenten mayor
vulnerabilidad a los efectos reforzantes de la cocaina. Para ello,
en primer lugar, ratones clasificados segun su mayor o menor
IPP  fueron evaluados en la adquisicion, extincion y
reinstauracion del Condicionamiento de Preferencia de Lugar
(CPL) inducido con diferentes dosis de cocaina (1, 6, y 12.5
mg/kg). Posteriormente, se determind el perfil cognitivo-
comportamental de los ratones con mayor 0 menor respuesta en
la IPP, con el fin de explicar su sensibilidad a los efectos de la
cocaina observada en el CPL. Especificamente se evaluo:
actividad motora espontanea, busqueda de la novedad, conducta
social, aprendizaje relacional y perceptivo, memoria espacial y
emocional, nivel de ansiedad en un entorno novedoso Yy
desanimo conductual/anhedonia. Los principales resultados
obtenidos indican que los sujetos con una menor IPP presentan
una menor sensibilidad a la cocaina, una mayor persistencia en
la conducta de basqueda de la droga cuando resulta gratificante
y una menor valoracion de los efectos negativos de un castigo a
largo plazo que los animales con una mayor IPP. Por tanto, el
endofenotipo de la IPP puede utilizarse como marcador de la
vulnerabilidad de un sujeto a mostrar una conducta compulsiva
de basqueda de la cocaina, y por tanto a desarrollar un trastorno
por uso de sustancia.



Palabras clave: Cocaina, IPP, ratones machos y hembras, CPL,
refuerzo, endofenotipo, vulnerabilidad.



ABSTRACT

Drug addiction is characterised by a persistent and high
probability of relapse, and there is no effective psychological or
pharmacological therapy for its treatment. Thus, prevention is a
priority both with respect to initiating consumption and relapse.
The present study evaluates the Pre-Pulse Inhibition of the
Startle Reflex (PPI) endophenotype as a psychophysiological
marker for detecting subjects that are more vulnerable to the
rewarding effects of cocaine. For this purpose, mice were
classified as high or low PPl and were then evaluated in the
acquisition, extinction and restatement of Conditioned Place
Preference (CPP) induced by different doses of cocaine (1, 6, y
12.5 mg/kg). Subsequently, we determined the cognitive and
behavioural profile of mice with high and low responses on the
PPl with aim of explaining their sensitivity to the effects of
cocaine on CPP. The following parameters were evaluated:
spontaneous motor activity, novelty seeking, social behaviour,
relational and perceptive learning, spatial and emotional
memory, level of anxiety in a novel environment, and depressive
behaviour/anhedonia. The results indicated that low PP1 subjects
were less sensitive to the rewarding effects of cocaine, showed a
higher persistence of drug-seeking behaviour when the drug was
rewarding, and were less influenced by the long-term negative
effects of punishment than high PPl animals. Therefore, we
conclude that the PPl endophenotype can be used as a marker of
subjects that are more likely to display compulsive cocaine-
seeking behaviour and, thus, to develop a substance use disorder
(SUD).

Keywords: Cocaine, PPI, male and female mice, CPP, reward,
endophenotype, vulnerability.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ATV Area tegmental ventral.

BLA Amigdala basolateral.

CCA Cortex cingulado anterior.

Cl Coliculo inferior.

COF Corteza orbito-frontal.

CPFm Corteza prefrontal medial.

CPL Condicionamiento de preferencia de lugar.
CS Coliculo superior.

CSPP Circuito cortico-estriado-palido-talamico.
DA Dopamina.

DAT Transportador de la dopamina.

DCU Dependientes de la cocaina.

DSM-5 Manual diagndstico y estadistico de los

trastornos mentales.

E2A NUmero de aproximaciones totales de
exploracion en la prueba del reconocimiento del
objeto novedoso.

E2T Tiempo total de exploracion en la prueba del
reconocimiento del objeto novedoso.

ECA Epidemiologic Catchment Area

EMCDDA Observatorio Europeo de las Drogas y las

Toxicomanias.

GABA Acido gamma-aminobutirico
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Intervalo entre los estimulos.
Knockout.
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Nucleo coclear ventral.
Norepinefrina.

National Epidemiologic Survey on Alcohol and
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RS Respuesta de sobresalto.

SERT Transportador de la serotonina.

SNC Sistema Nervioso Central
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™ Trastorno mental.
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Introduccion

1. Introduccion

El consumo de cocaina supone un problema de salud dentro del
ambito de las drogodependencias con graves consecuencias sociales y
econdmicas. Se trata de un problema que no s6lo afecta a los
drogodependientes, sino a todo su entorno tanto familiar como social.
Hay que resaltar la alta prevalencia de su consumo en todo el mundo,
siendo la segunda droga ilegal mas consumida en Europa después del
cannabis (EMCDDA, Observatorio Europeo de las Drogas y las
Toxicomanias, 2014; 2015). Espafia presenta los indices de consumo
de cocaina mas altos de los paises de la Comunidad Europea, similares
a los de Estados Unidos, que es el pais de mayor prevalencia en el
mundo (EMCDDA, 2014).

La adiccion a la cocaina se caracteriza por una persistente y alta
susceptibilidad a la recaida. Ademas, su uso compulsivo se asocia con
maltiples trastornos cardiovasculares, neuroldgicos y psiquiatricos,
siendo habitual la comorbilidad. Un 73,4% de los adictos a la cocaina
tienen un diagnostico dual y este esta asociado a una mayor gravedad
del problema, una mayor discapacidad para el sujeto y un peor curso
en su evolucion. La combinacion de la psicoterapia y la
farmacoterapia son componentes esenciales para el tratamiento de los
trastornos por abuso de sustancias, aunque ninguno de ellos parece ser
totalmente eficaz en el tratamiento de la dependencia de las drogas y
mas especificamente a la cocaina. Por todo ello, la prevencion del
consumo de drogas se considera un reto social prioritario en la lucha
contra la adiccién. Y con este propdsito, la obtencién de marcadores
psicofisiologicos que nos permitan detectar los sujetos mas
vulnerables a desarrollar un trastorno por consumo de cocaina, nos
facilitaria la realizacion de campafias de prevencion mas eficaces
dirigidas a la poblaciébn con mayor riesgo en mostrar este uso
compulsivo de la droga.

Las personas con niveles mas bajos de auto-control, lo cual
puede ser reflejo de deficiencias en los mecanismos inhibitorios del
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Introduccién

cerebro principalmente de origen dopaminérgico, presentan una mayor
predisposicion a desarrollar este consumo compulsivo de la droga
(Herrero y cols., 2008; Dolan y cols., 2008). La inhibicion pre-pulso
(IPP) del reflejo de sobresalto es una medida operacional de filtrado y
sincronizacién sensorio-motriz, que se utiliza tanto en humanos como
en animales para detectar alteraciones del sistema dopaminérgico
cerebral. De hecho, la deteccion de déficits dopaminérgicos causados
por el consumo de farmacos y sustancias de abuso, principalmente
psicoestimulantes, es su uso mas extendido. Mas recientemente, un
estudio ha demostrado la capacidad de la IPP para predecir los
animales con mayor vulnerabilidad a desarrollar sensibilidad a los
efectos motores de los psicoestimulantes como es la anfetamina
(Peleg-Raibstein y cols., 2013).

En este sentido la presente tesis pretende demostrar que la
respuesta en la IPP es un marcador psicofisiolégico datil en la
deteccidn de la poblacion con mayor vulnerabilidad a desarrollar un
consumo compulsivo de la cocaina, y por tanto, a mostrar un trastorno
por uso de sustancias. Con este objetivo, en primer lugar, nuestro
primer proposito ha sido evaluar la capacidad de la IPP para detectar
los ratones mas sensibles a los efectos de la cocaina, concretamente a
establecer una asociacion entre las claves del ambiente y las
propiedades reforzantes de la droga en el paradigma del
Condicionamiento de Preferencia del Lugar (CPL). Estudios previos
en nuestro laboratorio han demostrado que este paradigma representa
un medio Gtil para identificar aquellos sujetos de ambos sexos mas
vulnerables a los efectos reforzantes de la cocaina (Vidal-Infer y cols.,
2012a; Arenas y cols., 2014; Mateos-Garcia y cols., 2014). Asi, hemos
Ilevado a cabo varios experimentos donde ratones machos y hembras,
previamente divididos segun su respuesta en la IPP fuese mayor o
menor, fueron evaluados en la adquisicion, extincion y reinstauracion
del CPL inducido con diferentes dosis de cocaina. En segundo lugar,
nuestro propdsito ha sido determinar el perfil cognitivo-
comportamental caracteristico de los animales segin mostraran una

~21 ~



Introduccion

mayor o menor IPP. De esta manera, hemos pretendido poder explicar
las caracteristicas y condiciones que hacen mas vulnerables a unos
sujetos frente a otros a desarrollar un uso compulsivo de drogas como
la cocaina. Debemos tener en cuenta que los procesos de
neuroplasticidad que determinan la asociacion de los efectos
reforzantes a las claves ambientales son muy importantes para
entender el progreso a la dependencia de las drogas de abuso (Mori y
cols., 2013). Asi, hemos realizados varios experimentos donde se han
evaluados las caracteristicas comportamentales y cognitivas de los
animales con una mayor o menor IPP.

Por altimo, comentar que aungue nuestra investigacion tiene un
caracter basico y se desarrolla con modelos animales, su traslacion a la
clinica puede ser inmediata, ya que la IPP es una prueba ya utilizada
en la investigacion neuropsiquidtrica humana en otros &mbitos clinicos
(esquizofrenia, psicosis, trastorno obsesivo compulsivo), facil de
medir, objetiva en su cuantificacion y no resulta invasiva. Por ello, los
resultados obtenidos supondran un importante avance en el ambito de
la prevencion de los trastornos por uso de sustancias.

~22 ~
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Cocaina

2. Cocaina.

La cocaina es un alcaloide natural que se extrae de la hoja de
coca, es una planta originaria de Sudamérica, la cual es usada por los
indigenas de los Andes para inhibir el hambre, la sed y el cansancio
(Balcells-Oliverd, 2001). Segun el Instituto Nacional de las Drogas de
Abuso (NIDA por sus siglas en inglés: National Institute of Drug
Abuse), la cocaina se considera un potente estimulante adictivo que
afecta directamente el cerebro, fue denominada la droga de los 80 y
los 90 por su gran popularidad y uso durante este periodo, sin
embargo, no es una droga nueva. De hecho, es una de las sustancias
psicoactivas méas antiguas conocidas hasta el momento. Las hojas de
la coca, origen de la cocaina, se mastican e ingieren desde hace miles
de afios, y la sustancia quimica purificada, el hidrocloruro de cocaina,
ha sido una sustancia de abuso durante mas de 100 afios. Por ejemplo,
a principios de 1900 la cocaina purificada fue el principal ingrediente
activo en la mayoria de tonicos y elixires desarrollados para tratar una
gran variedad de enfermedades.

Originariamente la cocaina pura se extraia de la hoja del arbusto
de la coca, el Erythroxylon coca, que crecia principalmente en Per( y
en Bolivia, aunque la planta es enddgena de Sudamérica, Méjico,
Indonesia y de las Indias Occidentales. Los pueblos de las
civilizaciones antiguas utilizaban las
hojas de la coca con fines religiosos y
ceremoniales, e incluso estas
civilizaciones utilizaban una mezcla
de hojas de coca y saliva como
anestésico local para cirugias en
rituales. Después de los afios 90 y de
los grandes esfuerzos por reducir los
cultivos en esos paises, Colombia se
convirtio en la nacion con mayor
cosecha de coca. Hoy en dia, la
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Cocaina

cocaina se considera una droga psicoanalépticas de la lista 1l de la
legislacion de Estados Unidos, lo cual significa que es una droga con
un alto potencial para el abuso, de hecho es una droga altamente
adictiva debido a su corta vida biologica y sus fuertes propiedades
reforzantes que pueden conducir a un consumo compulsivo (Cadet y
cols., 2014). Por otro lado, se utiliza también como anestésico local
para ciertas cirugias oculares, auditivas y laringeas (Volkow, 2010).

La cocaina se vende en la calle generalmente como polvo fino,
blanco, cristalino y como “coca”, “C”, “la nieve”, “tiro” o “farlopa”.
Los traficantes callejeros generalmente lo diluyen con sustancias
inertes como la maicena, el polvo de talco o el azlcar, o con
medicinas activas como la procaina (anestésico local) o la anfetamina
(otro estimulante). Algunos consumidores combinan la cocaina con la

heroina, comunmente denominado speedball.

Hay dos formas quimicas de la cocaina que suelen consumirse:
la sal de clorhidrato (que es soluble en agua) y los cristales de cocaina
0 base, conocida en inglés como freebase (que no son solubles en
agua). La sal de clorhidrato, o la forma en polvo de la cocaina, se
consume de forma inyectada o inhalada (snorting). Los cristales de
cocaina o free base han sido procesados con amoniaco o bicarbonato
sodico y agua y luego calentados para eliminar el clorhidrato y
producir una sustancia que se puede fumar. El término crack, el
nombre de la calle para los cristales o base de cocaina, se refiere al
sonido crujiente que se oye al fumar esta mezcla.

Polvo de cocaina Cristales de cocaina o base

~26 ~



Cocaina

El término «consumo de drogas» aborda un gran numero de
pautas, que pueden distribuirse en un continuo que va desde el
consumo experimental aislado hasta el consumo dependiente. Las
diferentes pautas de consumo se asocian a diferentes niveles de riesgo
y de dafios. En términos generales, los riesgos a los que se expone una
persona gque consume drogas dependen de factores como el contexto
de consumo, la dosis consumida, la via de administracion, el consumo
de otras sustancias, el nimero y la duracion de los episodios de
consumo Y la vulnerabilidad individual (EMCDDA, 2014; 2015).

El mercado actual de las drogas resulta mucho mas fluido y
dindmico que antes. Varios factores parecen ser los causantes de este
dinamismo: la reaparicién de viejos problemas como el desempleo
juvenil o los recortes de los servicios, la globalizacion y los avances
en la tecnologia de la informacion (Internet), asi como la aparicion de
nuevas drogas sintéticas y pautas de consumo. Con el uso de Internet,
aparecen vias de difusién mas rapidas y de facil alcance de las nuevas
tendencias; creandose asi una fuerte y amplia conexién entre la oferta
y el consumo (EMCDDA, 2014; 2015).

Centrdndonos en la cocaina, la EMCDDA (2014; 2015)
considera esta sustancia como la segunda droga ilegal mas consumida
en Europa después del cannabis. Se obtiene casi en su totalidad de
Bolivia, Colombia y Per( y se traslada a Europa mediante via aérea o
maritima. Su principal ruta de envio a Europa pasa por Espafia y
Portugal, y cada vez mas, por los puertos de Bélgica, los Paises Bajos
y en general, por Europa occidental. La mayoria de los consumidores,
el 90%, se concentran en un nuimero restringido de paises como son
Alemania, Espafia, Italia, Paises Bajos y Reino Unido. En conjunto
estos cinco paises representan algo mas de la mitad de la poblacion de
la UE. Se estima que unos 2,2 millones de adultos jovenes de 15 a
34 anos (el 1,7 % de este grupo de edad) consumieron cocaina el afio
2013. A nivel mundial, la Oficina de las Naciones Unidas Contra las
Drogas y el Delito (UNODC, del inglés United Nations Office on
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Drugs y Crime) estima una prevalencia anual de consumo de cocaina
entre el 0.3 y el 0.5% de la poblacion mundial con edades
comprendidas entre 15 y 64, o sobre el 14.2 y el 20.5 millones de
personas en dicho rango de edad (WHO, 2014).

Cocaina Extasis Bl Anfetaminas No hay datos

Graéficol. Drogas estimulantes predominantes agrupadas por la
prevalencia en el afio 2013 del consumo entre adultos jovenes (de 15 a
34 afos). Datos obtenidos del Informe Europeo sobre Drogas del 2014
(EMCDDA14).

Aunque el inicio en el consumo de otras drogas es mas pronto,
la edad media en el inicio del consumo de cocaina se sitta alrededor
de los 22 afos, pero hasta los 34 afios no acuden a tratamiento debido
al trastorno por abuso de sustancias. El ultimo informe presentado por
el EMCDDA (2015) considera la cocaina como la droga estimulante
ilegal mas consumida en Europa, por lo tanto, su consumo actual tiene
una gran prevalencia; existen 14,1 millones de personas que la han
consumido alguna vez en su vida; y ademas, dicho informe sefiala que
Espafia tiene indices de consumo de cocaina similares a los Estados
Unidos, pais de mayor prevalencia en consumo del mundo, aunque el
consumo medio de cocaina en Europa este muy por debajo
(EMCDDA, 2015).
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2.1. Mecanismo de accion.

La cocaina tiene 2 acciones farmacologicas basicas, como
estimulante del sistema nervioso central, a través del sistema
simpatico, y como anestésico. Como anestésico local, la cocaina
bloquea los canales de sodio en la membrana neuronal, inhibiendo la
despolarizacion y blogueando tanto la iniciacion como la conduccién
de los impulsos nerviosos (Catterall y Mackie, 2006; Goldstein y
cols., 2009; Pereira y cols.,, 2015). Ademas, interfiere en la
recaptacion de neurotransmisores en las terminales nerviosas como la
adrenalina y la noradrenalina, por lo que la persistencia de éstos en la
hendidura  sindptica  justificaria  los  exagerados  efectos
simpaticomiméticos (Hollander y Hoffman., 1998). En el sistema
mesolimbico, la cocaina provoca un aumento de los niveles de
dopamina (DA) en la hendidura sinaptica, lo que explica la respuesta
euforica a la droga (Franco y cols., 2004).

La cocaina produce una gran toxicidad tanto en el Sistema
Nervioso Central (SNC) como en el Sistema Cardiovascular (Pereira
y cols., 2015). A través de estos dos sistemas, la cocaina y algunos de
sus metabolitos ejercen su actividad en varios receptores. En el SNC,
la cocaina bloquea la recaptacion de catecolaminas (dopamina,
norepirefrina) y la serotonina (Shanti y Lucas, 2003; Hoffman, 2006).
El incremento de la actividad serotoninérgica puede producir
problemas cardiacos y parece estar implicado también en la adiccion y
el efecto de la recompensa de la cocaina (O’Dell y cols., 2000; Lason,
2001; Knuepfer, 2003; Shanti y Lucas, 2003). Sin embargo, el exceso
de actividad dopaminérgica parece ser el causante de gran parte de los
sintomas producidos en el SNC, tanto el deseo como los efectos
toxicos producido por la droga (Goldstein y cols., 2009). Los sintomas
en el SNC con dosis altas incluyen euforia, aumento de la autoestima
y alerta. El consumo repetitivo de cocaina conlleva a una reduccion de
la disponibilidad de la DA. Esto puede resultar tanto en un intenso
deseo compulsivo o craving por la cocaina como en el desarrollo del
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sindrome de abstinencia (Shanti y Lucas, 2003; Hoffman, 2006). Los
pacientes con dicho sindrome muestran sintomas como letargia,
anhedonia y tienen dificultades para mover la musculatura (Hoffman,
2006). Asi mimo, la cocaina también afecta a la regulacion corporal
de la temperatura a través del hipotadlamo y puede causar hipertermia
(Knuepfer, 2003). Los efectos excitatorios ejercidos por la cocaina en
los sistemas de aminoacidos/glutamatérgicos y muscarinicos asi como
en los receptores sigma (opioides) parecen contribuir también a la
toxicidad ocasionada en el SNC (Lason, 2001; Knuepfer, 2003; Shanti
y Lucas, 2003).

En cuanto a la toxicidad producida en el sistema cardiovascular,
la cocaina inhibe la recaptacion de las aminas biogenas, lo cual
produce un efecto simpaticomimético intenso. Al igual que las drogas
que bloquean los canales de sodio, la cocaina se clasifica como un
agente antidisritmico de tipo | (Shanti y Lucas, 2003; Hoffman, 2006)
y como consecuencia pueden aparecer arritmias tras su consumo. Asi
mismo, la cocaina puede producir vasoconstriccion, lo cual facilita la
aparicion de la hipertensién, de los accidentes cerebrovasculares, de
las isquemias cardiacas e infartos en los tejidos. Existen varios
mecanismos y mediadores responsables de la vasoconstriccion
producida por la cocaina: el incremento de la norepinefrina neuronal,
un efecto directo de la benzoilecgonina en los vasos sanguineos
(mediado por el calcio), incremento de los niveles de endotelin-1 (un
poderoso vasoconstrictor), y una reduccion de la produccion de éxido
nitrico (un vasodilatador) (Tella y cols., 1993; McCord y cols., 2008).

Debido a dicha toxicidad producida por la cocaina, no existe
ninguna manera segura de consumir cocaina (Pereira y cols., 2015).
Cualquier ruta de administracion puede inducir a la absorcién de
cantidades toxicas de cocaina, causando algin tipo de emergencia
debido a un accidente cerebrovascular o cardiovascular que pueda
resultar en una muerte repentina. De hecho, el consumo repetido de
cocaina a través de cualquier ruta de administracion puede producir
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adiccion y otras consecuencias adversas para la salud (Reyes-Montafio
y Reyes-Guzman, 2012).

Los efectos agudos descritos de esta droga incluyen, una intensa
euforia, un incremento de la energia y de la alerta o vigilancia debido
al aumento de los niveles sinapticos de DA producido por la cocaina
al inhibir su transportador (Ritz y cols., 1987; Cadet y cols., 2014). En
cambio, la sobredosis de cocaina provoca convulsiones, ataques
epilépticos, dolores intensos de cabeza y embolias (Nnadi y cols.,
2005). La adiccion a la cocaina cambia la sensibilidad del cerebro a
varios neurotransmisores e implica cambios persistentes celulares y
moleculares del SNC. Los sistemas dopaminérgico, gabaérgico
(GABA) y glutamatérgico contribuyen en la neuroadaptacion inducida
por esta droga; el consumo continuo de cocaina produce cambios
fisiologicos en las vias de los receptores de glutamato (GLU), de la
DA y del GABA. Estos cambios quimicos causan diferentes efectos
en los consumidores, los cuales incluyen ansiedad, confusion, vértigo,
psicosis, dolor de cabeza y nduseas (Reyes-Montafio y Reyes-
Guzman, 2012). De hecho, los efectos a largo plazo producidos por la
adiccion a la cocaina incluyen ansiedad, depresion, deseo o ansia por
la droga e hipersomnolencia (Warner, 1993; Cadet y cols., 2014). El
consumo de cocaina también se acompafia de secuelas
neuropsiquiatrias (Nnadi y cols., 2005) e incluyen deficiencias en
varios dominios cognitivos incluyendo las funciones ejecutivas, la
toma de decisiones, la impulsividad, la visuopercepcion, la velocidad
psicomotriz, la destreza manual, el aprendizaje verbal y la memoria
(Nnadi y cols., 2005). Estos déficits cognitivos causados por el
consumo de cocaina probablemente estdn relacionados con
disfunciones en el lébulo prefrontal (Goldstein y cols., 2004);
pacientes de neurologia que sufrieron dafios en esta zona del cerebro
mostraron problemas cognitivos similares (Bechara y cols., 1994).
Otras manifestaciones neurologicas producidas por el abuso de la
cocaina incluyen trastornos del movimiento debidos probablemente a

~31~



Cocaina

una transmision dopaminérgica nigroestriatal deficiente (Cardoso y
Jankovic, 1993).

Como afirman Reyes-Montafio y Reyes-Guzman (2012), la
cocaina es una de las drogas mas adictivas y esto se debe al uso de las
vias dopaminérgicas del accimbens en el mesencéfalo, desde el area
tegmental ventral (ATV) al nacleo accumbens (NAcc). Dicha via se
activa cuando los sujetos tienen una experiencia placentera tal como
comer, tener sexo o recibir elogios y se conoce como el area del
cerebro del refuerzo o via del refuerzo. La cocaina dificulta el
mecanismo de control dopaminérgico: bloqueando el transportador de
la DA y como resultado las moléculas que debian ser recaptadas
permanecen en accion, aumentando y sobre-activando las células
receptoras. Por tanto, parece claro que el aumento de la transmision
dopaminérgica de las neuronas que proyectan desde el mesencéfalo
ventral al prosencéfalo (cerebro anterior), incluyendo el coértex
prefrontal medial (CPFm) y el NAcc, es el objetivo farmacologico del
refuerzo y de la estimulacion locomotriz producida por la cocaina
(O’Brien, 2001).

Sin embargo, la persistencia de las caracteristicas conductuales
de la adiccion a la cocaina, como la paranoia, la sensibilizacion y la
recaida después de meses y afios de haber consumido, indica que
también deben haber sustratos neuronales que sufren cambios
neuroplasticos a largo plazo (Reyes-Montaiio y Reyes-Guzman,
2012). Por tanto, la adiccion puede ser vista como una forma de
plasticidad neural inducida por la droga. En la neurobiologia de la
adiccion a la cocaina esta la DA que modula la actividad de las células
nerviosas en el cerebro para incentivar y dirigir nuestra conducta hacia
nuestras necesidades y objetivos (Nestler, 2005). Los sistemas sobre
los que actla la cocaina en el cerebro se muestran en la Figura.l:
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COCAINA
Transportador de | Transportador de | Transportador de | Receptor Receptor
Dopamina (DAT) Norepinefrina la Serotonina Sigma Muscarinico
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Figura 1. Mecanismos de accion de la cocaina. Las lineas
continuas muestran los principales oOrganos afectados; las lineas
discontinuas representan los segundos neurotransmisores asociados
(Adaptado de Nestler, 2005).

Los efectos comportamentales asociados al consumo de la
cocaina parecen estar mediados tanto por la familia de los receptores
D1 como la de los D2. Los receptores D2 regulan el incremento
extracelular de las concentraciones de DA provocados por la cocaina
(Rouge-Pont y cols., 2002). EI farmaco raclopride, un antagonista de
los receptores D2 y D3, bloguea los efectos estimulantes vy
locomotores producidos por la cocaina en ratones (Chausmer y cols.,
2002). A principios de los 90, varios estudios concluyeron que los
receptores de D3 modulaban la respuesta a los psicoestimulantes al
inhibir los efectos cooperativos postsinapticos de la familia de los
receptores D1 y D2, ya que observaron que los ratones KO de los
receptores D1 mostraban una atenuacion de la respuesta locomotora
después de la administracion aguda o repetida de cocaina (Xu y cols.,
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1994, 2000; Xu, 1998). Estudios méas recientes han mostrado como
tanto los receptores D1 como los D3 median en la estimulacion
locomotora y los efectos reforzantes producidos por la cocaina asi
como la reinstauracion de la busqueda de la cocaina inducida por
sefiales contextuales (Li y cols., 2009; Chen y Xu, 2010; Yan y cols.,
2013; 2014). lgualmente, tanto después de un tratamiento agudo como
de un tratamiento cronico de cocaina, se produce la activacion de los
receptores D1 (Zhang y cols., 2004). Por tanto, con los resultados de
estos estudios, podemos concluir que los tres receptores
dopaminérgicos mencionados (D1, D2 y D3) regulan los efectos
comportamentales inducidos por la cocaina.

2.2. La Patologia Dual en consumidores de cocaina.

El consumo de cocaina conlleva graves problemas a nivel
econdémico y sanitario, problemas cardiovasculares, neuroldgicos y
mentales y un elevado riesgo de dependencia y patologia dual. La
patologia dual (PD) se define como la existencia al mismo tiempo de
un Trastorno por el uso de sustancias (TUS) y un Trastorno mental
(TM) en un individuo dentro de un periodo concreto (Volkow, 2007).
La definicion del DSM-5 de TUS reza: “Se utiliza la expresion mds
neutra trastorno por consumo de sustancias para describir el amplio
abanico de un trastorno, desde un estado leve a uno grave de
consumo compulsivo y continuamente recidivante. Algunos clinicos
preferiran utilizar la palabra adiccion para describir las
presentaciones mas extremas, pero esta palabra se ha omitido de la
terminologia oficial del diagnostico de consumo de sustancias del
DSM-5 a causa de su definicion incierta y su posible connotacion
negativa” (DSM V, 2013 p.257). Asi mismo, el “Diagnostico Dual” no
constituye un término reconocido oficialmente en la nomenclatura del
DSM o de la CIE. En un sentido amplio, se refiere a los pacientes con
sintomas que se ajustan a los criterios de dos trastornos psiquiatricos
diferentes. Este hecho y los constantes cambios en los criterios
utilizados a lo largo del tiempo contribuyen a dificultar las tareas
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diagndsticas (Torrens, 2008). No obstante el término de patologia dual
se utiliza indistintamente de forma coloquial con los términos:
diagnostico dual, trastorno comdérbido o concurrente, o comorbilidad
psiquiatrica (Haro y cols., 2010). La evolucion de los conceptos y
criterios diagndsticos entre el consumo de drogas y la presencia de
otros sintomas psiquiatricos concomitantes es evidente. EI DSM
distingue: “trastornos primarios” (trastornos mentales que no son
relacionados por el consumo de sustancias ni debidos a una
enfermedad médica), ‘“‘efectos esperados” (sintomas considerados
habituales que aparecen como consecuencia del consumo o la
abstinencia de una sustancia) o0 “trastornos inducidos por sustancias”
(cuando los sintomas son considerados como excesivos en relacion
con los que suelen aparecer en los sindromes de intoxicacion por o
abstinencia a una sustancia (Torrens, 2008). Sin embargo, debemos
tener en cuenta que el citado manual incluye 11 clases de sustancias
psicoactivas y 13 grupos de trastornos mentales etiolégicamente
primarios, lo cual conlleva a un gran nimero de posibles diagnosticos
duales y por tanto a una complicacion del fenémeno de la patologia
dual (Haro y cols., 2010).

La prevalencia de PD se ha descrito en grandes muestras
procedentes de poblacion general (Regier y cols., 1990; Kessler y
cols, 2005; Compton y cols., 2007), asi como en las redes asistenciales
de drogas y salud mental (Ross y cols., 1988; Weaver y cols., 2003;
Chan y cols., 2008; Rush y Koegl, 2008; Torrens y cols., 2011). Asi,
la prevalencia del TM se ha cifrado sobre un 65-85% de los adictos en
tratamiento (Ross y cols., 1988; Weaver y cols., 2003; Chan vy cols.,
2008) y entre pacientes psiquiatricos un 45% de TUS (Weaver y cols.,
2003; Arias y cols., 2013).

La comorbilidad es habitual, como muestran importantes
estudios epidemioldgicos en poblacion general (Regier y cols., 1990;
Kessler y cols., 2005; Compton y cols., 2007), asi como en muestras
clinicas (Weaver y cols., 2003; Chan y cols., 2008). Un 73,4% de los
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adictos a la cocaina tienen un diagnostico dual y esta asociada a una
mayor gravedad del problema, una mayor discapacidad para el sujeto
y un peor curso en su evolucion. A estos datos hay que afiadir que los
pacientes duales presentan un inicio mas temprano en el consumo de
cocaina que los policonsumidores sin patologia psiquiatrica asociada y
que los consumidores de cocaina inician mas pronto el consumo de
otras drogas (Arias y cols., 2013). Dicha comorbilidad se asocia con
fenotipos distintos, un mayor uso de servicios sanitarios, mayor
gravedad del cuadro, mayor discapacidad funcional y un peor curso
evolutivo (Burns y Teesom, 2002; Weaver y cols., 2003; O Brien y
cols., 2004). Los mecanismos que explican esta comorbilidad son
complejos debido a la intervencion tanto de factores neurobiol6gicos,
genéticos y ambientales que se afiaden en la patogenia de estos
trastornos (Volkow, 2004; 2007; Arias y cols., 2013). Los trastornos
mas predominantes en personas adictas a la cocaina son los trastornos
del estado de &nimo y de ansiedad, en concreto la agorafobia; y es el
trastorno antisocial, el méas prevalente en un estudio reciente realizado
por Arias y cols., (2013) en la Comunidad de Madrid. Sin embargo,
son necesarios mas estudios para conocer la prevalencia que tiene el
diagndstico dual en Espafia y las caracteristicas de aquellos sujetos
que la padecen para optimizar el tratamiento futuro.

Una gran cantidad de estudios han mostrado, tanto en la
poblacion general como en la clinica, la asociacion del consumo de
cocaina con una extensa variedad de trastornos mentales (Regier y
cols., 1990; Rounsaville y cols., 1991; Weaver y cols., 2003; Grant y
cols., 2004a; Herrero y cols., 2007; Herrero y cols., 2008; Tortajada y
cols., 2012; Vergara-Moragues y cols., 2012; Arias y cols., 2013;
Araos y cols., 2014). Siendo los de mas prevalencia los trastornos de
personalidad, los depresivos y de ansiedad (Rounsaville y cols., 1991,
Thomasius y cols., 2010; Herrero y cols., 2011)

Los resultados del estudio de Arias y cols. (2013) sobre la
prevalencia de patologia dual y abuso o dependencia a la cocaina de la

~36~



Cocaina

poblacion de Madrid revel6 que alrededor de 3 de cada 4 adictos a la
cocaina de la muestra tenian un TM actual, incluyendo los trastornos
de la personalidad. En el estudio piloto realizado por este mismo
grupo (Szerman vy cols., 2011), se observd que casi la mitad de los
adictos a cocaina tenian un diagndstico dual en funcion de la
informacidn obtenida de la historia clinica. Y cuando se mejoraba la
metodologia mediante el uso de una entrevista estructurada,
observaron que los adictos a la cocaina en tratamiento presentan en su
mayoria algin diagndstico en el eje | mediante la entrevista MINI y/o
un diagndstico del trastorno de la personalidad. Como bien indican
estos autores, esta elevada comorbilidad en personas adictas a la
cocaina en fase de tratamiento coincide con los resultados de otros
estudios (Lubman y cols., 2007; Chan y cols., 2008; Chen vy cols.,
2011), también con la prevalencia de los trastornos del animo y de
ansiedad (Lubman y cols., 2007; Thomasius y cols., 2010; Herrero y
cols., 2011) vy con algun diagndéstico de trastorno de la personalidad
(Regier y cols., 1990; Weaver y cols., 2003) como el trastorno
paranoide, depresivo, antisocial, limite y/o evitativo.

En cuanto a los TUS, los resultados del estudio del National
Epidemiologic Survey on Alcohol and Related Conditions (NESARC)
mostraron la misma asociacién con los trastornos de la personalidad,
del estado de &nimo y de ansiedad (Grant y cols., 2004a; Grant y
cols., 2004b; Stinson y cols., 2005; Hasin y cols., 2007) y una vez
mas en el estudio Epidemiologic Catchment Area (ECA) encontraron
esta asociacion con la dependencia de la cocaina (Regier y cols.,
1990). Siendo un continuo dicha comorbilidad en la historia de los
estudios al respecto (Ross y cols., 1988; Rounsaville y cols., 1991).
Concretamente se ha encontrado un 42,5% de diagndésticos duales
entre adictos a la cocaina, destacando los trastornos del estado de
animo, en un 26,6%, y de la ansiedad en un 13% de la muestra
(Herrero y cols., 2011).
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Todo esto nos induce a la reflexién de considerar que puede
existir una relacion estrecha entre el consumo de cocaina y algunos
trastornos mentales, y nos sugiere si seria posible la prediccion de esta
asociacion cruzada. Debemos tener presente que la adiccion a la
cocaina se caracteriza por una persistente y alta susceptibilidad a la
recaida, y hasta el momento, no existe ninguna terapia ni psicoldgica
ni farmacoldgica eficaz para el tratamiento de la dependencia a la
cocaina; por ello, la prevencion del consumo de drogas se considera
un reto social prioritario en la lucha contra la adiccion. Asi, la
obtencion de marcadores psicofisiolégicos indicativos de una
vulnerabilidad a la asociacion cruzada entre un trastorno por consumo
de cocaina y otras patologias neuropsiquiatricas nos posibilitaria
realizar campafias de prevencion mas eficaces y dirigidas a la
poblacién de mayor riesgo.
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3. Inhibicion pre-pulso de reflejo de sobresalto a un estimulo
acustico (IPP).

La inhibicion pre-pulso (IPP) es la supresion o reduccion del
reflejo de sobresalto que ocurre cuando un estimulo intenso es
precedido por un estimulo mas débil conocido como “pre-pulso”
(Swerdlow, 2013). Esta técnica se considera uno de los indices
neurofisioldgicos mas prometedores de la investigacion traslacional en
psiquiatria (Takahashi y cols., 2011). Se reconoce generalmente como
una medida operacional simple de filtrado y sincronizacion sensorio-
motriz (Li y cols., 2009), la cual tiene la capacidad de filtrar la
informacion extra y focalizar aquella que es relevante (Swerdlow y
cols., 2008). En consecuencia, se considera un proceso pre-atencional
adaptativo para el sujeto, ya que le aleja de una sobrecarga estimular.

Se fundamenta en la respuesta del reflejo de sobresalto (RRS), la
cual se define como una respuesta no condicionada que se produce de
forma espontanea en un gran nimero de especies animales después de
la exposicion a un estimulo de elevada intensidad y en cualquier
modalidad sensorial, y que conduce a una contraccion ordenada de
musculos esqueléticos y faciales (respuesta de sobresalto o RS), por
tanto es un reflejo motor que se procesa en el tronco encéfalo. Sin
embargo, la IPP al tratarse de un mecanismo inhibitorio de
control/regulador, se origina en el cortex cerebral, por lo que se utiliza
como indice de estudio para evaluar la funcién de estructuras
complejas (Garcia-Sanchez y cols., 2011). Ademas se considera
particularmente Gtil como medida conductual, ya que este fendbmeno
se ha observado a través de un gran nimero de especies (Swerdlow y
cols., 2001; Li y cols., 2009).

El pre-pulso interviene como barrera inhibitoria disminuyendo
la respuesta del estimulo posterior, por tanto no produce la respuesta
de sobresalto. Es un proceso pre-atencional, no estd vinculado al
aprendizaje ni depende de experiencias previas, Sino que es constante
en el tiempo y su deteccion es automatizada, presentandose de manera
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anéloga tanto en roedores como en humanos (Garcia-Sanchez y cols.,
2011). Por todo esto, la IPP se evalla de forma similar tanto en
humanos como en roedores, siendo el estimulo auditivo el més usado
en la mayoria de los estudios. En humanos se mide el componente
ocular del reflejo de la respuesta de sobresalto mediante el registro
electromiografico del musculo orbicular. Y en ratones, se evalla la
respuesta motora esquelética del cuerpo ante un estimulo auditivo; sin
embargo, ambas evaluaciones tienen propiedades similares (Valsamis
y Schmid, 2011).

Por otra parte, el reflejo de sobresalto puede modularse ademas
de por un estimulo débil previo, por los estados afectivos del sujeto.
Los estados afectivos negativos pueden incrementar tanto el reflejo de
sobresalto como la IPP, mientras que los estados afectivos positivos
también incrementan la IPP pero disminuyen el reflejo de sobresalto
(De la Casa y cols., 2014). Por tanto, los estados afectivos mostrarian
una correlacién negativa con la intensidad de la respuesta en el reflejo
de sobresalto, mientras que los incrementos en la IPP parecen ser mas
bien debidos al resultado de los cambios en el arousal, el cual activa
los procesos atencionales (McConnell y Shore, 2011; de Oca y cols.,
2012; De la Casa y cols., 2014). El incremento en el arousal estaria
producido por un aumento de las concentraciones dopaminérgicas
debidas a un estado atencional activado (p.ej. Ashby y cols., 1999;
Nieoullon, 2002), ya sea por una informacion placentera (Mak y cols.,
2009) como aversiva (p.ej. Young y cols., 1993) y no tanto por los
estados afectivos per se.

3.1. Historia de la IPP.

Sechenov describié por primera vez el reflejo de sobresalto en
1863, aunque Peak en 1939 fue quien demostrd la modulacion del
reflejo inhibitorio en el sistema auditivo. Hoffman y Searle observaron
en 1965 como la respuesta de sobresalto disminuia hasta desaparecer
al ser precedida por un sonido o pulso, cuando se presentaba entre 20
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y 500 ms antes del inicio del estimulo de sobresalto. Finalmente, el
término inhibicion pre-pulso (IPP) fue propuesto por Ison y
Hammmond en 1971 (Fendt y cols., 2001).

La investigacién sobre la IPP ha crecido notablemente en
ultimas décadas, debido a que aporta un método valioso para
investigar los principios de la modulacion del reflejo, como
mecanismo de filtracion sensitivo-motor, y porque su déficit se asocia
con varios trastornos psiquiatricos (Fendt y cols., 2001; Swerdlow,
2013). Parece ser que el pre-pulso expresa la funcién del sistema de
atencion sensorial, donde ejerce una influencia inhibidora hasta que se
procesa totalmente, protegiendo al organismo contra una sobrecarga
de informacion sensorial (Buckland y cols., 1969). Los estudios de la
IPP traslacionales, a través de las especies, asi como la optimizacion
del valor e informacion de esta medida neurobioldgica, han
incrementado en un asombroso ritmo desde mediados de la década de
1970 (ver Figura. 2).

A
1
1
1
1
1
1
1
____________ | I
Estimulo Respuesta
A
1
1
1
1
1
1
1
_— - L__£__ _ ______ -——p
Pre-pulso Estimulo Respuesta

Figura 2. Inhibicién pre-pulso de la respuesta de sobresalto
(Adaptado de Graham, 1975).
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Historicamente, el concepto por el cual se entendia que el
procesamiento de la informacion se realizaba en forma de secuencias
0 etapas en un entorno de procesamiento secuencial de estimulos
informativos, fue la base de las primeras teorias explicativas del
fenomeno de la IPP. Se contempl6é la posibilidad de que esta
secuencializacion podria ocurrir de forma progresiva "superior™ en el
SNC donde las operaciones son organizadas jerarquicamente. Las
anomalias del procesamiento de la informacion fueron concebidas
como aquellas que ocurren en las diferentes etapas, lo que resulta en
disfuncion y desregulacion en todo el espectro de las operaciones
cognitivas y comportamientos asociados (Braff y cols. 1991). Un
ejemplo son los pacientes con psicosis, a los cuales se les consideraba
que tenian déficits en etapas tempranas del procesamiento de la
informacién (p.ej. el registro sensorial y el procesamiento temprano).
Y estos déficits en el procesamiento inducian a otra cascada “flujo de
datos” de déficits en la integracion cognitiva, la cual producia los
sintomas clinicos y los dafios funcionales (para mas informacion ver:
Venables, 1960; Braff, 1985, 1993, 1999; Braff y Geyer 1990; Braf y
cols., 2001).

Progresivamente se fue cambiando a una nueva generacion
alternativa de modelos mas “integracionistas” que los modelos
“estado” anteriores. Estos nuevos modelos se basan en la teoria de la
red neural, la cual afirma que las cascadas de neuronas crean una
unificacion de eventos coordinados en el tiempo a través de maltiples
sitios, como una sinfonia ordenada (Braff, 1999). Por tanto, se
consider6 que este circuito neural estaba dafiado en pacientes
diagnosticados de esquizofrenia y con otros tipos de trastornos
(Swerdlow y Koob, 1987; Andreasen, 1999; McGlashan y Hoffman,
2000).

En 1975, Graham supuso que la IPP era un proceso totalmente
automatico; pero la vision general hoy en dia sobre la IPP es que ésta
depende en gran parte del disefio experimental y de las instrucciones
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dadas (Kohl y cols., 2013). La IPP se fundamenta en mecanismos
principalmente automaéticos (pre-atencionales) en intervalos cortos
(<60 ms) (Dawson y cols., 1993). Asi mismo, utilizando un mayor
intervalo entre los estimulos (ITI; 120-240 ms) en parametros
experimentales, la modulacién atencional de la IPP es posible
instruyendo a los sujetos para focalizar o ignorar el pre-pulso
solamente, o tanto el pulso como el pre-pulso (Swerdlow y cols.,
2001; Heekeren y cols., 2004; Kohl y cols., 2013). De ahi la
importancia en la unificacion de la metodologia utilizada.

3.2. Modelo animal de la IPP.

Como ocurre con los humanos, los ratones y las ratas
normalmente muestran una respuesta de sobresalto a un ruido fuerte.
De hecho, si un ruido moderado se presenta precedido inmediatamente
del ruido fuerte, la respuesta del reflejo de sobresalto (RRS)
disminuye significativamente en ratones y ratas, tanto como en
humanos. Este fendmeno, como ya hemos descrito anteriormente se
conoce como “inhibicion pre-pulso” (IPP), o “inhibicion por un
estimulo previo”. Para evaluar la RRS y la IPP, los animales se
colocan dentro de una caja de ensayos insonorizada con un ruido de
fondo leve de 65-70dB, y se deja al animal durante 5 minutos para que
se habitte sin molestarlo. La disminucion de la RS ante un estimulo
acustico (pulso) debida a la presentacién de un sonido de menor
intensidad o pre-pulso se cuantifica como inhibicion pre-pulso (IPP).
Cuando un pre-pulso o ruido auxiliar se produce 500ms antes del
sonido principal, la RS disminuye, es decir, la IPP es mayor. En
cambio, la RS aumenta (pre-pulso facilitador), cuando el pre-pulso o
ruido auxiliar se produce a mas de 500ms antes del sonido principal.
En ratas y ratones la IPP puede utilizarse para evaluar el reflejo
general del animal (sobresalto), y también sirve como una buena
medida auditiva sensible y cuantitativa. Por ejemplo, un raton normal
muestra una IPP con un umbral de 70db, asi como diferentes
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respuestas cuantitativas a pre-pulsos variando solo unos dBs (Sweatt,
2009).

Los estudios hasta el momento han utilizado una gran variedad
de intensidades de los pre-pulsos, a menudo mostrando efectos de los
tratamientos en la IPP con determinadas intensidades pero no con
otras. El pre-pulso de 85dB produce un maximo muy robusto de 90%
de IPP, pero se recomienda utilizar un segundo pre-pulso de 75dB, el
cual produce una IPP entre 50 y 60% solamente. De esta manera se
puede aumentar o disminuir la IPP mediante la administracion de
sustancias (por ejemplo aumentar con 1mg/kg s.c. de nicotina o
disminuir con 1mg/kg de anfetamina), siendo mas vulnerable a
manipulaciones genéticas y farmacoldgicas en general (Valsamis y
Schmid, 2011). Al mismo tiempo se ha constatado que variando
solamente los ITls se puede influir en la IPP dependiendo del sistema
de neurotransmision afectado por un trastorno psiquiatrico, las drogas
o las manipulaciones genéticas; siendo recomendable variar el ITI
entre 30ms y 100ms (Valsamis y Schmid, 2011).

3.3. Bases neurales de la IPP.

La base neural de la IPP se centra en el circuito cortico-
estriado-palido-taldmico (CSPP), en el cual distinguimos tres partes
diferenciadas, las estructuras que modulan la IPP, las que
desencadenan la IPP y las que controlan la respuesta de sobresalto
(Kohl y cols., 2013). El circuito empieza con la entrada de un input
acustico en los nucleos cocleares [(ndcleo coclear dorsal (NCD), raiz
del nucleo coclear (NC) y nucleo coclear ventral (NCV)] que forman
parte de la via primaria auditiva. Solamente si una determinada
intensidad del estimulo acustico excede un determinado nivel de dB
(>80dB) la informacion pasa al nucleo tegmental ventro-lateral
(NTVL) y al nucleo reticular pontino-caudal (PnC). EI PnC es uno de
los nacleos mas bajos del tronco encefalo y tiene varias proyecciones
que van directamente a las neuronas motoras, hecho que le confiere
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una notable implicacién en el circuito primario del reflejo de
sobresalto (RS). En ultimo lugar, las neuronas motoras activan la
respuesta motora, lo cual completa el circuito de la RS (Davis y cols.,
1982; Kohl y cols., 2013).

Para Koch y Schnitzler (1997), el desencadenante de la IPP con
un estimulo auditivo es el input excitatorio que se produce desde el
circuito auditivo al coliculo inferior (CI) del mesencéfalo. EI Cl, a su
vez, activa el coliculo superior (CS), cuyas proyecciones se dirigen
hacia el nucleo tegmental pedinculo-pontino (PPTg) que inhibe el al
nacleo reticular pontino-caudal (PnC). Y esta inhibicién del PnC
produce una regulacién a la baja de la respuesta de sobresalto, lo que
permite medir el efecto de la IPP (ver Figura 3). Varias lineas de
investigacién han demostrado la implicacion del Cl y el CS; el CI
parece ser particularmente importante para la supresion del reflejo o
respuesta de sobresalto provocado por el estimulo acustico. Sin
embargo, el CS, se considera crucial en la union de la informacion
proveniente de diferentes modalidades sensoriales, hecho que
explicaria la irrelevancia en la congruencia de la modalidad del pulso
y el pre-pulso (Kohl y cols., 2013). De hecho, se ha demostrado que
las lesiones tanto del CI (Leitner y Cohen, 1985) como del CS (Fendt
y cols., 1994) atenuan el efecto de la IPP. En cambio, se ha sugerido
que el PPTg podia ser aun méas importante en la mediacion de la IPP
que los dos coliculos, ya que cuando se bloguea la informacién de este
nucleo total o parcialmente se observa una alteracion de la respuesta
de IPP (Swerdlow y Geyer, 1993a; Niu y cols., 2015). Ademas, Li y
Yeomans (2000) demostraron que la estimulacion del PPTg era
suficiente para provocar la IPP. Sin embargo, todavia es un tema en
debate ya que otros expertos no estan de acuerdo con Li y Yeomans
(Leumann y cols., 2001, Kohl y cols., 2013).

Se ha sugerido que una mala comunicacion neural entre las
estructuras limbicas y los ganglios basales puede ser la base de los
deéficits en la IPP (ver revision: Swerdlow y cols., 1992), en concreto
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el circuito cortico-estriado-palido-pontino. De acuerdo con estos
autores, el NAcc es crucial en la reduccion de la IPP; y proponen el
NAcc como parte primordial en la regulacion de la IPP, asi como las
subregiones corticales y limbicas adyacentes al NAcc. También puede
producir cambios en la IPP la manipulacion del hipocampo, la
amigdala basolateral (BLA), las disfunciones en la corteza prefrontal
medial (CPFm) y la corteza orbito-frontal (COF) (ver figura 3). Se ha
propuesto que la implicacion del hipocampo en la disrupcion de la IPP
es a través de la via el NAcc. Pero, recientes hallazgos de estudios
anatémicos (Miller y cols., 2010) y funcionales (Sant Marie y cols.,
2010) sugieren que las conexiones eferentes del hipocampo al CPFm
son las responsables de la disrupcion de la IPP producidas por el
hipocampo (Kohl y cols., 2013).

En suma, diferentes areas corticales y subcorticales tales como
el COF, el NAcc, CPFm, el hipocampo, el ATV y la BLA afectan a la
regulaciéon de la IPP. De diferentes formas, la modulacion de estas
estructuras causa una disrupcion o reduccion de la IPP. El circuito del
reflejo de sobresalto se desinhibe y la entrada sensorio-motriz se
descompagina o desestabiliza. En tales casos se produce una respuesta
de sobresalto fuerte aun cuando se presente el pre-pulso (Kohl vy cols.,
2013).
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BASES NEURALES DE LA INHIBICION PREPULSO

CIRCUITO CORTICOESTRIADO-PALIDOTALAMICO:

Estriado ventral
(N . ACCUMBENS

PROSENCEFALO
MODULA

COLICULO
SUPERIOR - N. TEGMENTAL

PEDUNCULOPONTINO
COLICULO
INFERIOR

N. COCLEAR
=

VENTRAL COCHLEAR N)

pPp

(>85dB) N. TEGMENTAL
VENTROLATERRAL

(Adaptado de Kohl et al., 2013)

Figura 3. Circuito de la Respuesta de sobresalto a un estimulo
acustico, circuito de la IPP y sus modulaciones (Adaptado de Kohl y cols.,
2013).

3.4. Relacion entre la IPP y el consumo de cocaina.

Pocos estudios han examinado la relacion entre el consumo de
cocaina y sus efectos en la IPP. En las Tablas 1 y 2 se muestra un
resumen de los estudios al respecto, asi como el efecto de otros
farmacos dopaminérgicos tanto en humanos como en roedores:
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Tabla 1. Efectos de la cocaina y otros farmacos dopaminérgicos en la IPP en humanos.

Farmaco Forma Sexo IPP Articulos
Consumo reciente observado en
muestras positivas de orina
_______ Normal o
Cocaina Consumidores de cocaina no reciente Hombres y d'ST_'_TJye
minimo 1g al mes (muestra neg_jisl_tjxa} de cocaina) mujeres Aumenta Preller y cols., 2013
Consumidores recreacionales de Al-J-r;{e;r-na
cocaina (RCU) y dependientes de la
cocaina (DCU)
Hombres y . .
Agonista DA: Consumo controlado en laboratorio, Mujeres I Hutchison y Switt, 1999
. - - Disminuye | -
Anfetamina (20 mg) administracion aguda swerdlow v cols.. 2003a
Hombres y "
Agonista DA: Bromocriptina Consumao controlado en laboratorio, - Abduljawad y cols.,
(1.25 mg) administracion aguda el | (PIEmAE 1998
Antipsicético, . ., .
Antagonista DA: Administracion aguda_ controlada en Hombres Aumenta Vollenweider y cols.,
- laboratorio 2006
Clozapina (30 mg)
Antipsicético, antagonista DA: Administracion aguda controlada en .
Sertindol (12 mg) laboratorio Hombres Aumenta Holstein y cols. 2011
Abduljawad y cols.,
Antipsicoticos, antagonista DA: Administracién aguda controlada en Hombres Normal o 1998; Kumari y cols.,
Haloperidol (2, 3 y 5 mg) laboratorio Disminuye 1998; Oranjey cols.,

2004
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Tabla 2. Efectos de la cocaina y otros farmacos dopaminérgicos en la IPP en animales.

Farmaco Animal Forma IPP Avrticulos
Ratas
hembras Martinez y cols., 1999
Cocaina (20y30 mg/kg) | - Adm. aguda de dosis altas | Disminuye | = -----
Ratas Byrnes y Hammer, 2000
machos

Agonistas DA Adm. aguda tanto dosis

. altas como bajas Disminuye
Anfetamina (0.37 a 2.95 mg/kg) Ratas [ 7 7 Zhang y cols., 2000
""" machos Adm. aguda de dosis No cambios
Cocaina (0.68 a 5.44 mg/kg) -agud
bajas
Agonistas DA:
Ketamina (9 a 36 pmol/kg) Ratas Adm. aguda tanto de A
Anfetamina (2.7 a 11 pmol/kg) machos dosis altas como bajas REIEE JOTETESE 1 601, L2210
Apomorfina (Agonista D1y D2; 2.5a9.9 pumol/kg)
Agonistas DA: Ratas y rlf(;] er?et((:)tr:) es
Quinelorane (Agonista D2; 0.0032 a 5.6 mg/kg) ratones Adm. aguda en ratasy Ralph y Caine, 2005
R-6-Br-APB (Agonista D1; 0.0032 a 5.6 mg/kg) machos dismi
isminuye
Ao DA
Quinelorane (0.32 a 1 mg/kg) Adm. aguda . Ralph y Caine, 2007
ratones dosis
R-6-Br-APB (0.1 a 1 mg/kg) -
ambos sex. dependiente
Agonistas DA: Ratas
Anfetamina (0.09 a 4 mg/kg) machos Adm. tanto aguda como I Geyer y cols., 2001
. Disminuye ‘T -
------- e cronica (revision de estudios)
Fenciclidina (0.1 a 10 mg/kg) Ratas ambos
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Agonista DA:

Ratones

Geyer y cols., 2002

semanas (30 mg/kg. ip)

Anfetamina, Apomorfina machos (AT, ELIL Disminuye (revision)
Agonista DA:
Apomorfina (2.5, 5 0 7.5 mg/k)
SKF82958 (Agonista D1; 0.03, 0.1, 0.3, 1 0 3 mg/kg) . A -
Dihidrexidina (Agonista D1; 1.3 0 10 mg/kg) ?nzt;?g: Adm. agug:_ggsw altasy Disminuye Ralphé\é\(l)lzll.lggas\?y cols,
Pergolida ( 1.25, 2.5, 5 0 10 mg/kg) ! ’
Anfetamina (10mg/kg)
Agonista DA:
Cocaina (30 mg/kg) Ratones . _ .
Metilfenidato (Blogueo de DAT y aumento de las machos Adm. aguda de dosis altas | Disminuye Yamashita y cols., 2006
monoaminas; 60 mg/kg)
Agonista DA Ratones I
SKF 81297 (Agonista D1/D5) machos Adm. aguda Disminuye Holmes y cols., 2001
Agonista DA: Ratones . -
Quinpirole (Agonista D2/D3; 0.01 a 3 mg/kg en machos y AT agugg_ggsls altas y No efecto Ralph-leltl)lg?s 3y Gl
hembras y de 0.01 a 10 en machos) hembras J
Antipsicéticos antagonista DA: 19983"[\)'?5%?;\:1;/3?:3/6&’)'5
Haloperidol (Antagonista D2/D3) Ratas Adm. aguda Aumenta 1995- ’Depoortere ;/cols.’
Raclopide ( Antagonista D2/D3) 1997; Zhang y cols., 2000
Sindrome de abstinencia a la cocaina, “‘cocaine
] Ratas
) S hembras (283 Uel] RV No efecto Martinez y cols., 1999
10 dias después de un tratamiento continuo de 5 dias repetido de cocaina y "
con pellets subcutaneos (120 y 240 mg)
Sindrome de abstinencia a la cocaina, “cocaine-
withdrawn rats”: Ratas Cese del consumo No efecto Adams v cols.. 2001
14 dias despues de un tratamiento continuo de 2 y 8 machos repetido de cocaina y "
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El decremento de la IPP se produce en aquellos sujetos que
dan positivo en cocaina en muestras de orina, por lo que se supone que
han consumido recientemente esta sustancia. Por tanto, una
disminucion en la IPP se asocia a un aumento de la DA vy de la
norepinefrina (NE) (Preller y cols., 2013). EIl déficit en la IPP se
observa en distintos trastornos psiquiatricos, tales como la
esquizofrenia, y estd asociado a una desregulacion del sistema
dopaminérgico (Braff y cols., 2001; Swerdlow y cols., 2001; Falkai y
cols., 2015). En roedores, se ha observado la misma relacion entre la
cocaina y la IPP; la administracion aguda de cocaina con dosis altas
disminuye la IPP en ratas (Martinez y cols., 1999; Byrnes y Hammer,
2000) y en ratones (Yamashita y cols., 2006; Doherty y cols., 2008).
Los agonistas de la dopamina, como la anfetamina reducen la IPP en
humanos (Hutchison y Swift, 1999; Swerdlow y cols., 2003a), en ratas
(Johansson y cols., 1995; Zhang y cols., 2000; Geyer y cols., 2002;
Ralph-Williams y cols., 2003; Ralph y Caine, 2005), y en algunas
cepas de ratones (Holmes y cols., 2001; Ralph-Williams y cols., 2002,
2003; Ralph y Caine, 2007), pero no en otras (Ralph-Williams y cols.,
2003; Ralph y Caine, 2005). Aunque algunos agonistas de los
receptores D2 han sido totalmente inefectivos en disminuir la IPP en
ratones, se ha demostrado un efecto robusto de otros agonistas D2
como son la anfetamina y a la apomorfina en estos animales al igual
que ocurre en las ratas (Dulawa y Geyer, 1996; Curzon y Decker,
1998; Ralph y cols., 2001a). Ademas, la anfetamina no produjo
decremento en la IPP de los animales KO del receptor D2, y el
raclopide (antagonista del receptor D2) aumento la IPP en los ratones
KO del transportador de la DA, sugiriendo que el receptor D2 puede
ser el modulador clave en la IPP de los ratones al igual que ocurre en
las ratas (Ralph y cols., 1999, 2001b). Los déficits en la IPP también
se pueden inducir administrando drogas psicomiméticas tales como la
anfetamina, la cocaina y la fenciclidina (también llamado PCP por sus
siglas en inglés, es un anestésico disociativo, p.ej. ketamina) tanto en
ratas como en ratones (Geyer y cols., 2001).
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Por el contrario se observa un aumento de la IPP en
consumidores recreacionales de cocaina 0 RCU (por sus siglas en
inglés: recreational users) y dependientes de la cocaina o DCU (por
sus siglas en inglés: dependent cocaine users) en comparacion con los
controles (Preller y cols., 2013). El Sindrome de abstinencia a la
cocaina se asocia con bajos niveles de DA estriatal y alteraciones de la
NE (Volkow y cols., 1997; Diana, 2011); lo cual puede explicar que
en los ratones con sindrome de abstinencia provocado a la cocaina no
se observen efectos en la IPP (Martinez y cols., 1999; Adams y cols.,
2001). Asi  mismo, algunos antipsicéticos  antagonistas
dopaminérgicos incrementan la IPP en ratas (Swerdlow y Geyer,
1993b; Johansson y cols., 1995; Depoortere y cols., 1997; Zhang y
cols., 2000) y en humanos (Vollenweider y cols., 2006; Holstein y
cols. 2011); sin embargo, otros como el haloperidol no han tenido
efecto o reducen la IPP en humanos (Abduljawad y cols., 1998;
Kumari y cols., 1998; Oranje y cols., 2004). Es importante destacar
que aunque la IPP aumente, no quiere decir que no exista una
alteracion catecolaminérgica; de hecho, el solapamiento del circuito
de recompensa cerebral (en particular en el estriado ventral) y el
circuito CSPP que regula la IPP se muestran alterados en los
consumidores de cocaina, lo cual sugiere que la IPP puede estar
alterada en los adictos a la cocaina debido a posibles cambios en el
sistema DA estriatal (Volkow y cols., 1993; Swerdlow y cols., 1999;
Zhang y cols., 2000; Martinez y cols., 2004). Esta interpretacion
estaria en linea con los resultados de estudios previos con imagenes
obtenidas con tomografia por emision de positrones o PET (por las
siglas en inglés: Positron Emission Tomography) donde se observa
una reduccion de la funcion dopaminérgica estriatal en adictos a la
cocaina (Volkow y cols., 1993; Volkow vy cols., 1997; Martinez y
cols., 2004; 2007). Ademas, el incremento de la IPP en personas DCU
y RCU correlaciona con la duracién y la cantidad de cocaina
consumida, asi como la intensidad de la abstinencia a la droga;
observandose también en sujetos con sintomas clinicos relevantes de
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Trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH) (Preller
y cols., 2013).

Por tanto, el rol de la DA en la modulacion de la IPP puede ser
mas compleja que una simple relacion lineal entre las concentraciones
de DA y su expresion (Preller y cols., 2013). Aungue si que parece
claro que el aumento de la DA reduce la IPP tanto en humanos como
en roedores, y por el contrario una reduccion catecolaminérgica no
tiene efectos o aumenta la IPP en ambas especies. Recientemente no
se encontré una correlacion significativa entre los niveles de DA
estriatales sinapticos y la IPP ni en los sujetos con un riesgo ultra alto
de padecer psicosis (UHR por sus siglas en inglés: ultra high risk), ni
en los controles; concluyendo este mismo estudio que existe una
correlacion mayor entre UHR con los déficits en la IPP, que con un
aumento de la DA (De Koning y cols., 2014).

Como hemos visto en el punto anterior, los tres receptores
dopaminérgicos (D1, D2 y D3) regulan los efectos comportamentales
inducidos por la cocaina, ya que esta droga es un agonista
dopaminérgico que inhibe la recaptacion de DA en la sinapsis,
produciendo estimulacion conductual y precipitando la psicosis tras su
uso continuado en los humanos (Doherty y cols., 2008). La
contribucion de estos tres receptores dopaminérgicos en los efectos
disruptivos en la IPP producidos por la cocaina ha sido objeto de
estudio recientemente por la implicacion DA en este proceso.
Concretamente, en un estudio con ratones wild tipe (WT) pre-tratados
con el antagonista del receptor D1 SCH23390, con el antagonista de
los receptores D2/D3 raclopride, y con ratones KO de los tres
receptores, se demostrd que el receptor D1 es necesario para los
efectos disruptivos de la IPP producidos por la cocaina, mientras que
los receptores D2 contribuyen parcialmente a estos efectos. En
cambio, los receptores D3 parecen inhibir los efectos disruptivos en la
IPP producidos por la cocaina (Doherty y cols., 2008). En concreto,
los resultados indicaron que los tres tipos de receptores contribuyen de
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forma diferente a los efectos disruptivos en la IPP producidos por la
cocaina en ratones. En primer lugar, tanto el antagonista SCH23390
del receptor D1 como el antagonista raclopride de los receptores
D2/3R atentian completamente la disrupcién producida por la cocaina
en la IPP en los ratones WT. Es decir, después de disminuir la IPP por
el efecto de la cocaina, la administracion de ambos farmacos aumenta
la IPP en los ratones. En segundo lugar, los ratones KO del receptor
D1 no mostraron ninguna disrupcion en la IPP tras la administracion
de cocaina, sugiriendo que el receptor D1 es necesario para inducir el
déficit en la IPP producido por la cocaina. En tercer lugar, aquellos
ratones KO del receptor D2 mostraron una atenuacion del déficit en la
IPP. En cuarto lugar, los ratones KO del receptor D3 mostraron un
déficit exagerado en la IPP, sugiriendo que la activacion del receptor
D3 sirve para inhibir la disrupcion de la IPP producida por la cocaina.
Por tanto, cada tipo de receptor dopaminérgico parece modular de
forma diferente las disrupciones en la IPP producidas por la cocaina
como se ha podido observar en la falta de respuesta en los animales
KO del receptor D1, en la débil respuesta en los animales KO del
receptor D2 y en la exagerada respuesta en los animales KO del
receptor D3.

3.5. Relacion entre la IPP y la Patologia Dual.

Como ya hemos visto, estudios con ratas han demostrado que
el circuito cértico-estriado-palido-pontino (CSPP) esta implicado en la
IPP. Las diferentes partes de este circuito juegan un papel decisivo en
las bases neurales de una gran variedad de trastornos psiquiatricos.
Por ejemplo, el Trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) se piensa que
es un trastorno debido a una disfuncion del circuito CSPP (Stein,
2002). La actividad elevada estriatal y del COF encontrada en
pacientes con TOC parece ser la causa de los déficits en la IPP. La
hiperactividad en el NAcc podria conducir a una desinhibicién del
PnC via PPTg. De la misma forma, estudios de imagen y
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neurofisioldgicos también muestran disfunciones cortico-estriatalales-
talamicas-corticales y una menor inhibicion intracortical en pacientes
con Sindrome de Tourette (Swerdlow, 2013).

La evidente desincronizacion sensorio-motriz en los pacientes
con esquizofrenia sugiere que las disfunciones en la IPP estan
relacionadas con sintomas especificos de algunos trastornos
psiquiatricos, tales como una inhibicion deficiente (Ahmari y cols.,
2012) o la psicosis (Carroll y cols., 2007). Los sintomas principales
del TOC son debidos a los déficits en el funcionamiento inhibitorio
central. Las obsesiones emergen de la incapacidad para inhibir
pensamientos no deseados. Las compulsiones reflejan la incapacidad
para inhibir las reacciones de los pensamientos. Asi mismo, los tics
motores asi como los tics vocales que se producen en el Sindrome de
Tourette pueden ser vistos como el producto de una inhibicion
disfuncional. Incluso las ilusiones y alucinaciones pueden ser vistas
como un malfuncionamiento de los procesos inhibitorios del cerebro
(Kohl y cols., 2013). Ademas, los déficits en la IPP se han
manifestado en un amplio rango de enfermedades o trastornos, tanto
psiquiatricos como neurodegenerativos y afectivos (Takahashi y cols.,
2011), cuyo nexo lo constituye la presencia de anomalias en los
mecanismos de inhibicion sensorial, cognitivos 0 motores. Algunos de
estos trastornos también presentan en su neurobiologia un correlato
anatomo-funcional comdn con la IPP (sistema serotoninérgico,
gabérgico y glutamatérgico de estructuras corticales, limbicas, y
estriatales), anomalias, principalmente en el sistema de
neurotransmision dopaminérgico, e incluso se observan déficits de la
IPP en familiares de estos pacientes (Garcia-Sanchez y cols., 2011).
Considerando esto, podemos clasificar la IPP como un sistema
independiente al diagndstico categorial, respaldando su utilidad como
endofenotipo, subyacente tanto en la alteracion de mecanismos
inhibitorios (Esquizofrenia, TOC o Trastorno del espectro autista:
TEA) como en lo referido a las alteraciones de procesos cognitivos
(Demencias, Esquizofrenia o Trastorno bipolar). Recientemente, un
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estudio ha demostrado que efecto del alcohol y/o estrés sobre la
respuesta de la IPP es diferente en los ratones segln sea su preferencia
alta o baja por el alcohol; lo que les ha llevado a sugerir que el alto
riesgo genético para el alcoholismo puede estar relacionado con una
sensibilidad mayor al alcohol y a los efectos del estrés en la IPP, y
esta sensibilidad puede ser un endofenotipo para el riesgo genético de
padecer alcoholismo (Powers y Chester, 2014). Con todo ello, la IPP
podria considerarse como un posible marcador psicofisiolégico de
enfermedades mentales, aunque investigaciones futuras son necesarias
(Garcia-Séanchez y cols., 2011).

La IPP en humanos muestra una buena fiabilidad test-retest,
sugiriendo que existen diferencias individuales muy estables en los
sustratos neurales y en los procesos que subyacen la filtracion
sensorio-motriz (Cadenhead y cols., 1999). De hecho podemos
afirmar que la IPP es un marcador neurobioldgico estable ya que las
medidas repetidas de la IPP en intervalos de un mes durante 3 meses
en diez hombres adultos mostraron una correlacién intrasujeto de 0.94
cuando se utilizaron pre-pulsos relativamente altos (Braff y cols.,
2001). Ademas, una serie de estudios sobre el curso del desarrollo de
la IPP en humanos revel6 que los bebes también muestran IPP, cuando
se utilizaron pre-pulsos con intervalos largos y pre-pulsos
relativamente débiles. Aunque hay que tener en cuenta que las
estructuras cerebrales que facilitan la IPP  probablemente no son
totalmente funcionales hasta los 8-10 afios (Ornitz y cols. 1991). La
IPP se considera un rasgo, pero sensible a factores de desarrollo, tales
como el aislamiento social, las perturbaciones e influencias
neuroguimicas y hormonales toxicas del medio interno (homeostasis o
milieu) del sistema nervioso (Braff y cols., 2001). Una gran ventaja de
esta técnica es que las implicaciones neurobioldgicas y patoldgicas de
los cambios producidos por el desarrollo en la IPP en humanos se
pueden estudiar en modelos animales (Braff y cols., 2001; Swerdlow,
2013). Como hemos visto, los déficits en la IPP se han descrito en
varios trastornos psiquiatricos y en ratas después de la activacion del
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sistema dopaminérgico mesolimbico. El paradigma de la IPP que se
utiliza en roedores se ha propuesto como un modelo de disfuncién
atencional igual al que ocurre en estos trastornos, con validez de
constructo, de prediccion y de disefio (Weiss y Feldon, 2001; Li y
cols., 2009).

Como se ha sefialado anteriormente, un aumento en el sistema
dopaminérgico conlleva déficits en la IPP; se ha sefialado también que
la participacion de la DA en la via mesolimbica juega un papel clave
en el inicio y el mantenimiento del abuso de la cocaina, presentando
ademas, el NAcc un papel critico en los efectos reforzantes de la
cocaina (Thanos y cols., 2008). De hecho, parece ser que las
diferencias individuales en [IPP basales predicen diferencias
individuales en la sensibilidad a drogas dopaminérgicas entre otras
(Anokhin y cols., 2003). Sabemos que la cocaina eleva los niveles de
DA extracelular, en las regiones terminales del sistema mesolimbico
dopaminérgico (NAcc entre otras regiones limbicas), lo que
contribuye a los efectos reforzantes de la propia droga. Y, se ha
comprobado que el receptor D2 en particular juega un papel relevante
en los efectos reforzantes de esta sustancia (Merritt y Bachtell, 2013).
Con el uso repetido de la cocaina tanto en humanos como en ratones
se demuestran alteraciones en el sistema mesolimbico DA, actuando
estas alteraciones como un factor predisponente al propio consumo, a
pesar de que no todas las personas que consumen se hacen adictas. Se
han encontrado bajos niveles de receptores D2 en cerebros humanos
de personas adictas a la cocaina, incluyendo aquellas que no son
adictas pero si abusan de ésta. Asimismo, personas no adictas con
bajos niveles de DA en el receptor D2 informan de que les gusta mas
la droga que aquellos con niveles de DA normales. Ratones a los que
se les ha mutado el receptor de dopamina D2 se auto-administran mas
cocaina en comparacion con aquellos animales a los que no se les ha
llevado a cabo esta mutacion. Mientras que, un aumento de los
receptores D2 reduce el consumo de cocaina en los ratones (Merritt y
Bachtell, 2013). Por todo ello, el receptor D2 puede ser considerado
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como una variable neurobioldgica que modula la vulnerabilidad de las
personas a las drogas de abuso (Thanos y cols., 2008).

Por esto, es de esperar que la IPP actie como marcador de la
sensibilidad a estos efectos reforzantes de la cocaina. Esta técnica se
considero util para ello, ya que (a) detecta las diferencias individuales,
(b) se emplea tanto en humanos como en roedores de forma similar,
(c) estd mediada su respuesta por el sistema dopaminérgico y (d) los
sustratos neurales que la regulan estan implicados también en los
efectos reforzantes de la cocaina.
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4. El condicionamiento de preferencia de lugar (CPL) como
modelo animal para el estudio de los efectos reforzantes de la
cocaina.

El Condicionamiento de preferencia de lugar (CPL) es uno de
los modelos mas populares para el estudio de los efectos
motivacionales producidos por las drogas en la experimentacion
animal (ver revision: Tzschentke, 2007). En este paradigma se ha
abordado el estudio de la tolerancia y la sensibilizacion de los efectos
reforzantes de las drogas inducidos por regimenes de pre-tratamiento,
asi como el estudio del procedimiento de extincion/reinstauracion
(Aguilar y cols., 2009). Ademas, se ha podido observar el creciente
uso de este modelo en otros campos como es el estudio con animales
genéticamente modificados y el estudio de aspectos motivacionales
del dolor.

4.1. Historia del CPL.

El estudio de Spragg en 1940 con chimpancés fue el primero
que utilizé el procedimiento del CPL como modelo para estudiar el
refuerzo. En este estudio se les inyectaba diariamente morfina en una
caja blanca hasta que los animales se convertian en dependientes de
dicha droga. Tras la deprivacion de la morfina, los chimpancés
eligieron la caja blanca a pesar de tener la oportunidad de elegir otra
caja de color negro que contenia un platano (Bardo y Bevins, 2000).

Siguiendo la misma linea de investigacién que el estudio de
Spragg, Beach en 1957 demostr6 cdmo se podia entrenar a ratas
dependientes de morfina para que eligiesen el brazo del laberinto en Y
gue previamente habia sido apareado con la morfina. El hallazgo méas
importante al que llegaron estos autores fue que la dependencia fisica
no era un pre-requisito para conseguir la preferencia condicionada de
lugar, ya que las ratas que no eran dependientes de la morfina también
eligieron el compartimento asociado a la droga (Bardo y Bevins,
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2000). Rossi y Reid en 1976 publicaron un articulo donde describian
el célculo del indice de la preferencia, el cual era definido a partir del
tiempo de permanencia en el lugar asociado a la morfina en
comparacion con el tiempo de permanencia en el lugar asociado al
vehiculo (Bardo y Bevins, 2000). Siguiendo el ejemplo de Beach, este
protocolo de condicionamiento de lugar se aplico de forma diversa en
las siguientes décadas, convirtiéndose en un paradigma de modelo
experimental para el estudio de los efectos condicionados Yy
asociativos que inducen las sustancias de abuso (Tzschentke, 1998).

El creciente uso en las ultimas décadas del siglo pasado de este
procedimiento se debe principalmente al debilitamiento conductista y
a la aparicion de la revolucién cognitiva, la cual introdujo una amplia
variedad de estudios conductuales. Por ejemplo, el descubrimiento de
la modificacion de la conducta a través de las propiedades incentivas,
sin influencia del refuerzo operante (Manzanedo y cols., 2001).
Ademas, numerosas ventajas del paradigma cubrian las necesidades
de otros modelos anteriores como la auto-administracion para el
estudio del refuerzo. En el momento del test, cuando se realiza la
evaluacion de la preferencia condicionada, el animal estd libre de
droga, por lo que no existe interferencia en la ejecucion de la
respuesta, bien porque produzca un efecto motor (sedante o
estimulante de la actividad motora) o por la manifestacion de
propiedades motivacionales aversivas o apetitivas. Otras ventajas del
modelo han contribuido a su gran popularidad, como el hecho de ser
sensible tanto al refuerzo como a la aversion, de permitir la
determinacion simultanea del CPL y de la actividad locomotriz, de
poder adaptarse a una gran variedad de especies y de ser de gran
utilidad para probar los circuitos neurales que subyacen al refuerzo de
las drogas (Tzchentke, 1998, 2007; Bardo y Bevins, 2000).

Dado que el test del CPL se realiza cuando el animal no se
encuentra bajo los efectos de la droga, se considera que la preferencia
a permanecer en el ambiente que se habia asociado al efecto de la
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droga es una medida del recuerdo del valor apetitivo y hedonico que
tiene el animal, por lo que se utiliza para evaluar la conducta de
basqueda de la droga. La conducta de bdsqueda de la droga esta
relacionada con la aparicion del craving o el ansia por consumir la
droga, un estado que conduce a la recaida en el consumo. Utilizando
el paradigma de CPL y evaluando la conducta de busqueda (la
preferencia condicionada que ha desarrollado el animal) se ha podido
estudiar el efecto de situaciones o estimulos que provocan la
reinstauracion de la conducta de busqueda una vez se habia extinguido
y factores que pueden hacer méas dificil la reinstauracion de dicha
conducta, por lo que, en la actualidad, el paradigma de CPL se utiliza
para evaluar factores de vulnerabilidad que pueden precipitar la
recaida en el consumo (Ribeiro Do Couto y cols., 2006, 2009).

4.2. Procedimiento del CPL.

El fundamento del paradigma del CPL se basa en los principios
del condicionamiento cl&sico, donde un estimulo ambiental
(contextual) tras asociarse repetidamente al efecto reforzante de una
droga, adquiere propiedades apetitivas secundarias, ya que se produce
una asociacion entre el efecto interoceptivo que produce la sustancia
en el individuo (refuerzo primario) y las claves ambientales donde se
experimenta dicho efecto. Tras varias asociaciones, y de acuerdo a los
principios del condicionamiento clasico, determinadas claves de dicho
ambiente adquieren propiedades motivacionales capaces de dirigir la
conducta (refuerzo secundario), destacando la importancia que tienen
en el inicio, mantenimiento y abuso de una droga (Tzschentke, 1998,
2007). Las claves de asociacion que se utilizan son estimulos
preferentemente visuales o tactiles, como es el color o la rugosidad de
un aparato, o aquellas facilmente detectables para el animal, siendo
recomendable, no utilizar claves con un potente valor de especie,
como p.ej. claves de olor en los roedores.
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Existen varios tipos procedimientos utilizados para realizar el
condicionamiento. En general, el procedimiento comienza realizando
la medicidn previa del tiempo que cada animal permanece en uno de
los compartimentos, para conocer si existe una preferencia
incondicionada, es la fase denominada pre-condicionamiento. La
obtencion de esta medida (Pre-C, Pre-Condicionamiento) sirve para
compararla con la medida obtenida tras las sesiones de
condicionamiento en el dia del test (Post-C, Post-Condicionamiento),
obteniendo la diferencia de los tiempos pasado en el compartimento
asociado con la droga para el mismo animal. Son pocos los
procedimientos que no evallan la preferencia incondicionada, optando
en este caso por evaluar la presencia de diferencias significativas en el
Post-C entre diferentes animales que han sido condicionados en uno u
otro lugar, o bien utilizando la diferencia en el Post-C del mismo
animal en el lugar asociado frente al no asociado. En estos protocolos,
el desconocer la preferencia incondicionada inicial de cada animal
presenta un sesgo importante.

Entre los protocolos que realizan la evaluacion de la preferencia
inicial de cada animal se han descrito tres tipos de condicionamiento:
sesgado, no sesgado y balanceado. En el condicionamiento sesgado, la
droga se asocia al compartimento que los animales no prefieren de
forma incondicionada (es habitual que los ratones prefieran un
compartimento oscuro frente a uno claro e iluminado debido a su
fotofobia y a su ciclo de actividad nocturno) y la administracion de
vehiculo o suero fisioldgico se realiza en el lugar que inicialmente
prefieren. En este caso, el condicionamiento significaria un cambio de
preferencia ya que todos los animales en principio prefieren un lugar.

Con el fin de demostrar claramente que una droga produce un
efecto reforzante se realiza el protocolo no sesgado, en el cual, no
debe existir una clara preferencia por ningin compartimento antes del
condicionamiento y la droga se administra en los compartimentos
asignados al azar. Ademas, en el protocolo balanceado, de cada grupo,
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la droga se administra a la mitad de ese grupo en un compartimente y
a la mitad en el otro. Para conocer bien si existe una preferencia
incondicionada antes de comenzar las sesiones de condicionamiento,
en general, se permite que los animales exploren cada compartimento
durante dos o tres dias (en ratones). Se utiliza la medida del tercer dia
y si algan animal pasa mucho tiempo en uno de los compartimentos se
considera que tiene una fuerte preferencia incondicionada, por lo que
no es idéneo para realizar el condicionamiento, ya que se entiende que
la droga cambiaria su preferencia (porque presente un efecto
ansiolitico p.ej.) pero no desarrollaria una preferencia, por lo que se
descarta.

En cuanto a las sesiones de condicionamiento que se pueden
realizar y el tiempo de cada condicionamiento, es variado y depende
de la droga utilizada para realizarlo. La fase de condicionamiento es el
momento en el que se produce la asociacion del efecto interoceptivo a
las claves del compartimento. Algunos estudios utilizan protocolos en
los cuales se realizan dos sesiones de condicionamiento al dia, (una
con la droga en un compartimento y otra sesién con el vehiculo en el
otro compartimento) separadas con un intervalo al menos, de cuatro
horas entre sesiones. Es el protocolo utilizado en nuestro laboratorio
para realizar el condicionamiento con morfina o cocaina y
dependiendo de la farmacocinética de la droga utilizada, el tiempo de
las sesiones de condicionamiento es diferente, con morfina es de 60
minutos y con cocaina de 30 (Manzanedo y cols., 2001, 2012). Por
otro lado, la diferente farmacodindmica de las drogas nos ha
informado que el condicionamiento es sensible al intervalo entre las
sesiones de tratamiento, siendo mejor utilizar dias alternos para ver los
efectos asociativos reforzantes de la 4-Metilendioximetanfetamina o
MDMA (Daza-Losada y cols., 2007).

Finalizados los dias de condicionamiento se realiza el test,
midiendo a los animales el tiempo que permanecen en el
compartimento que se habia asociado a la droga. Esta fase se suele
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realizar a las 24 horas, algunos estudios incluso lo realizan a las 48
horas. En cualquier caso se realiza cuando el animal esta libre del
efecto inmediato de la droga. La medida obtenida en el Post-C nos
informa de si la sustancia administrada ha tenido la capacidad de
desarrollar una asociacion con las claves de un ambiente determinado,
claves que adquieren la capacidad de actuar como efectos
condicionados que dirigen la conducta del animal, interpretandose que
si permanece mas tiempo en contacto con ellos del que permanecia en
el Pre-C, esa sustancia presenta un valor de refuerzo y es cuando se
considera que se ha producido un CPL (Aguilar y cols., 2009).

Utilizando el paradigma del CPL vy siguiendo los principios del
condicionamiento clasico, se puede evaluar la evolucion de la
preferencia. La fase de extincion se define como el decremento de la
frecuencia o la intensidad de la respuesta aprendida después de
eliminar el estimulo incondicionado (en este caso la droga) que
previamente habia reforzado el aprendizaje (Pavlov, 1927). La
extincion provee una medida de las propiedades motivacionales de las
drogas, las cuales se ven reflejadas por la persistencia en el
comportamiento de busqueda de la droga en ausencia de la misma. La
exposicion del animal libre de farmaco al contexto que anteriormente
se habia asociado con la droga se denomina extincion en el modelo
CPL (Shalev y cols., 2002; Epstein y cols., 2006). Generalmente, se
utiliza la diferencia significativa entre el tiempo transcurrido en el
compartimento asociado a la droga en la sesion de extincion y en el
test del CPL. Sin embargo, algunos estudios consideran que la
extincion del CPL se produce cuando no existen diferencias
significativas entre el tiempo que pasan los grupos a los que se les
asocio la droga en un compartimento con los que se les asoci6 con
vehiculo (Li y cols., 2002), o cuando los animales pasan menos del
55% del tiempo total en el compartimento asociado a la droga en dos
dias consecutivos (Shoblock y cols., 2005). La extincion normalmente
se realiza repitiendo el test del CPL hasta que la preferencia por el
compartimento asociado a la droga desaparece (Mueller y Stewart,
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2000; Sanchez y Sorg, 2001; Szumlinski y cols., 2002; Sanchez y
cols., 2003; Maldonado y cols., 2006, 2007; McGeehan y Olive, 2006;
Carey y cols., 2007; Kelley y cols., 2007) despues de realizar el test
diariamente o semanalmente.

Tras la extincion de wuna respuesta condicionada, la
reinstauracion se refiere a la recuperacion de la respuesta aprendida
cuando el sujeto es expuesto a un estimulo no contingente. En el caso
del CPL, la reinstauracion o recuperacion de la preferencia
condicionada, la cual representa volver a buscar la droga (recaida en
humanos), ocurre cuando el animal después de la extincion es
expuesto a la droga, a las claves asociadas a las drogas o a estresores
(Shaham y cols., 2003; Epstein y cols., 2006). Concretamente,
después de extinguir el CPL, éste se reinstaura de una manera robusta
al administrar de forma no contingente una dosis priming de la droga
(la mitad de la dosis administrada en el CPL), incluso en algunos
casos, de una droga diferente a la que se administr6 durante el
condicionamiento, lo que se conoce como reinstauracion cruzada
(cross reinstatement) (Aguilar y cols., 2009). Para considerar que la
droga priming ha producido la reinstauracién del CPL, deben existir
diferencias significativas entre los valores obtenidos en la
reinstauracion y aquellos obtenidos en el Pre-C o en la extincion. Por
otra parte, la falta de diferencias significativas entre los valores de la
reinstauracion y los valores del Post-C es necesaria para considerar
que se ha producido la reinstauracion. La reinstauracion de la
respuesta a través de la inyeccion de una dosis priming de una droga
se considera un modelo fiable para el estudio de los mecanismos
implicados en la recaida y la busqueda (ansia o deseo) de la droga (De
Vries y cols., 1998; Shalev y cols., 2002; Aguilar y cols., 2009). En
concreto, numerosos estudios han demostrado la reinstauracion del
CPL inducido por cocaina en ratas (Mueller y Stewart, 2000; Sanchez
y Sorg, 2001; Sanchez y cols., 2003; Zavala y cols., 2003; Graham y
cols., 2007) y en ratones (ltzhak y Martin, 2002; Szumlinski y cols.,
2002; Kreibich y Blendy, 2004; Romieu y cols., 2004; Maldonado y
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cols., 2006, 2007; McGeehan y Olive, 2006; Montagud-Romero y
cols., 2014) con la inyeccion de una dosis primig de cocaina.
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5. CPL y cocaina.

Como hemos mencionado anteriormente, diversos estudios han
demostrado la capacidad de la cocaina para inducir CPL en ratas
(Mueller y Stewart, 2000; Sanchez y Sorg, 2001; Sanchez y cols.,
2003; Zavala y cols., 2003; Graham y cols., 2007) y en ratones (ltzhak
y Martin, 2002; Szumlinski y cols., 2002; Kreibich y Blendy, 2004;
Romieu y cols., 2004; Maldonado y cols., 2006, 2007; McGeehan y
Olive, 2006; Vidal-Infer y cols., 2012a; Mateos-Garcia y cols., 2014;
Montagud-Romero y cols., 2014). Ademas, una vez establecida la
preferencia se mantiene a lo largo del tiempo (mas de cuatro semanas)
cuando los animales realizan pruebas (test) de CPL ocasionales
(Mueller y Stewart., 2000).

El paradigma del CPL ha demostrado ser eficaz a la hora de
diferenciar sujetos con diferentes tipos de rasgos de personalidad o
endofenotipos que les hacen mas sensibles a las propiedades
reforzantes asociativas de la cocaina. Recientemente nuestro grupo ha
demostrado por primera vez como ratones adolescentes y jovenes-
adultos de ambos sexos con un perfil conductual de altos buscadores
de la novedad eran mas sensibles a los efectos reforzantes de cocaina
ya que adquirian el CPL con una dosis subumbral de la droga
(Img/kg) (Vidal-Infer y cols., 2012a; Arenas y cols., 2014). Asi
mismo, otros estudios en nuestro laboratorio han comprobado la
influencia del endofenotipo de busqueda de la novedad (novelty-
seeking) tiene sobre los efectos a largo plazo de la exposicion
temprana a drogas (Montagud-Romero y cols., 2014; Mateos-Garcia y
cols., 2014; Rodriguez-Arias y cols., 2015). Los ratones fueron
categorizados como altos o bajos buscadores de la novedad durante la
adolescencia y seguidamente expuestos a una administracion repetida
e intensa (binge) de cocaina, MDMA o alcohol. Posteriormente, ya de
adultos, fue evaluada su sensibilidad a los efectos de la cocaina y el
MDMA en el paradigma del CPL. Los altos buscadores de la novedad
presentaron una mayor sensibilidad a los efectos condicionados de
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estas drogas en el CPL en comparacion a los bajos buscadores cuando
fueron evaluados en la adultez (Mateos-Garcia y cols., 2014;
Rodriguez-Arias y cols., 2015). La exposicion durante la adolescencia
al alcohol incremento la sensibilidad a las drogas cocaina y MDMA
tanto a los ratones altos como bajos buscadores de la novedad en la
adultez, sin embargo los altos buscadores presentaron mas
reinstauraciones de la conducta de busqueda de la droga en el CPL y
con dosis méas bajas que los bajos buscadores (Montagud-Romero y
cols., 2014).
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6. Hipotesis y objetivos del estudio.

Hipotesis: La respuesta en la inhibicion pre-pulso (IPP)
discriminara a los sujetos mas sensibles a las propiedades reforzantes
de la cocaina y a establecer una asociacion mas duradera entre las
claves del ambiente y las propiedades reforzantes de la droga. Los
ratones machos y hembras con una mayor IPP presentaran un perfil
cognitivo-comportamental diferente de los animales con una menor
IPP.

Objetivo general: Evaluaremos la capacidad de la IPP como
marcador psicofisiolégico para detectar los ratones mas vulnerables a
los efectos reforzantes de la cocaina. Para ello, no solo
comprobaremos la sensibilidad de la IPP para detectar a los animales
mas vulnerables a dichos efectos de la cocaina en el condicionamiento
de preferencia del lugar (CPL), sino que determinaremos también las
diferencias cognitivo-comportamentales de los ratones segin su
respuesta en la IPP para poder explicar las posibles diferencias
encontradas en el CPL.

Objetivos especificos:

1. Evaluacién del valor reforzante de la cocaina con el paradigma
del CPL en ratones machos y hembras adultos categorizados segun su
respuesta en la IPP.

En primer lugar, categorizaremos a los animales segin su mayor o
menor respuesta en la IPP (%IPP), dentro de cada sexo por separado.
En este objetivo procederemos a realizar el CPL inducido con
diferentes dosis de cocaina, evaluando tanto la adquisicion del
condicionamiento como, en los grupos condicionados, la extincion y
la posible reinstauracion de la respuesta condicionada con dosis
priming de cocaina (50% de la dosis anterior).
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1.1. Evaluar el valor reforzante de la cocaina con una dosis
subumbral (1 mg/kg), la cual solo produce preferencia condicionada
en aquellos animales con una mayor sensibilidad para detectar la
cocaina.

1.2. Evaluar el valor reforzante de la cocaina con una dosis de
6 mg/kg, la cual es efectiva para adquirir el CPL pero insuficiente
normalmente para evaluar la reinstauracion inducida con mitad de la
dosis (3 mg/kg de cocaina).

1.3. Evaluar el valor reforzante de la cocaina con una dosis de
12.5 mg/kg, efectiva tanto para adquirir el CPL como para evaluar la
reinstauracion inducida con la mitad de la dosis (6 mg/kg de cocaina).

2. Determinar el perfil conductual de los ratones machos y hembras
categorizados segun su mayor o menor respuesta en la IPP.

Una vez categorizados los animales segun su sexo y segln su
mayor o menor respuesta en la IPP (%IPP), seran evaluados en
diferentes pruebas para determinar rasgos conductuales y de
personalidad como:

2.1. La actividad motora espontanea en el test del campo
abierto.

2.2. La busqueda de la novedad con el test del hole-board.

2.3. La conducta social en un encuentro de interaccion social
con un oponente andsmico del mismo sexo.

3. Evaluar la funcién cognitiva de los ratones machos y hembras
categorizados segin su mayor 0 menor respuesta en la IPP.
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Una vez categorizados los animales segun su sexo y segln su
mayor o menor respuesta en la IPP (%IPP), para determinar posibles
diferencias en su cognicion, concretamente en aprendizaje y memoria,
seran testados en diferentes pruebas como:

3.1. La tarea del reconocimiento del objeto novedoso
(aprendizaje relacional y perceptivo).

3.2. El laberinto de Hebb-Williams (aprendizaje y memoria
espacial).

3.3. La prueba del condicionamiento de la evitacion pasiva
(memoria emocional).

4. Evaluar la sintomatologia asociada a patologia psiquiatrica de
los ratones machos y hembras categorizados segun su mayor 0 menor
respuesta en la IPP.

Una vez categorizados los animales segln su sexo y segun su
mayor o menor respuesta en la IPP (%IPP), para estimar si presentan
diferencias en conductas asociadas a sintomatologia psiquiatrica
(concretamente ansiedad y depresién), seran evaluados en diferentes
pruebas como son:

4.1. El test del laberinto elevado en cruz (ansiedad en un
entorno novedoso).

4.2. El test de suspension por la cola (desanimo
conductual/anhedonia).
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7. Estudio 1: Valor predictivo de la IPP de los efectos reforzantes
de la cocaina en el condicionamiento de la preferencia de lugar
(CPL) en ratones machos y hembras.

Numerosos estudios han sugerido que la vulnerabilidad a la
adiccion a las drogas es el resultado de la interaccion entre un fenotipo
o personalidad vulnerable, la droga en cuestion y el ambiente (Belin y
Deroche-Gamonet, 2012). La respuesta en la IPP es considerada un
posible marcador biologico de vulnerabilidad para determinados
trastornos neuropsiquiatricos. Estos trastornos tienen en comun ciertos
deterioros cognitivos como deficits en el procesamiento de la
informacion y en el control de impulsos, los cuales se deben a las
alteraciones del sistema dopaminérgico que manifiestan (Nestler y
Hyman, 2010). Por otro lado, un deficiente control de impulsos se
relaciona con un mayor consumo Yy abuso de drogas como la cocaina
(Herrero y cols., 2008; Dolan y cols., 2008). Se ha demostrado que el
consumo de psicoestimulantes como la cocaina, modifican la
respuesta en la IPP por las alteraciones del sistema dopaminérgico que
produce su consumo tanto agudo como crénico (Preller y cols., 2013).
Sin embargo, solo existe un estudio previo que demuestra la capacidad
de la IPP para predecir el desarrollo de sensibilidad a los efectos
motores de psicoestimulantes como la anfetamina (Peleg-Raibstein y
cols., 2013). Asi hasta la fecha no hay estudios que hayan comprobado
la relacién entre la respuesta de los sujetos en la IPP y su sensibilidad
a los efectos reforzantes de la cocaina.

El presente estudio pretende demostrar que la IPP de la
respuesta de sobresalto ante un estimulo auditivo puede ser un
marcador psicofisioldgico atil en la deteccion de la poblacién con
mayor vulnerabilidad a desarrollar un trastorno por uso de sustancias
como la cocaina.

En primer lugar determinamos los pardmetros mas adecuados
para identificar a los animales con el rasgo de una mayor o menor
capacidad para inhibir la respuesta de sobresalto tras el pre-pulso
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(altos o bajos inhibidores, mayor o menor IPP). Se categorizo a los
animales segun su mayor o menor respuesta en la prueba de la IPP
(%IPP), dentro de cada sexo por separado ya que, desde nuestros
primeros estudios, habiamos comprobado que machos y hembras se
distinguian en su capacidad para inhibir su respuesta de sobresalto en
la prueba de la IPP.

En segundo lugar, procedimos a realizar el CPL inducido con
diferentes dosis de cocaina. Se ha demostrado que la cocaina induce
una preferencia de lugar condicionada con un amplio rango de dosis
que van desde 3 a 50 mg/kg (Seale y Carney, 1991; Cunningham y
cols., 1999; Zhang y cols., 2002; Brabant y cols., 2005; Maldonado y
cols., 2006). No se han encontrado diferencias en la magnitud de la
preferencia condicionada manifestada por los animales segun las dosis
empleadas, lo que sugiere que no existe una respuesta dosis-
dependiente en la magnitud o adquisicion de la preferencia (Brabant y
cols., 2005; Maldonado y cols., 2006). De acuerdo con el estudio de
Maldonado y cols., (2006), las diferencias observadas en la
preferencia condicionada segun la dosis de cocaina empleada, se
observan en la extincion de la respuesta condicionada y en la
reinstauracion de dicha preferencia mediante dosis priming de
cocaina. La extincién conlleva mas tiempo en los grupos que
condicionados al lugar con las dosis més altas (50 mg/kg) que con las
mas bajas (3 mg/kg), mientras que la reinstauracion de la preferencia,
es mayor cuanto mayor es la dosis utilizada para la adquisicion del
CPL (Aguilar y cols., 2009). Por otro lado, la dosis de cocaina de 1
mg/kg ha demostrado ser inefectiva para inducir CPL cuando los
animales son considerados globalmente, en su conjunto; sin embargo,
esta dosis se ha mostrado efectiva en provocar un CPL cuando es
utilizada en ratones que presentan rasgos determinados como mayores
niveles de busqueda de la novedad (Vidal-Infer y cols., 2012a; Arenas
y cols., 2014) o en grupos sometidos a determinadas manipulaciones
experimentales, como el tratamiento previo con etanol (Mateos-Garcia
y cols., 2015) o con cocaina en la adolescencia (Mateos-Garcia y
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cols., 2014). Por todo ello, consideramos que es una dosis subumbral
especialmente Util para discriminar los animales que son més sensibles
a los efectos reforzantes de la droga. Segln nuestra hipotesis, si el
grupo de ratones altos inhibidores de la IPP desarrollan un CPL con
una dosis inefectiva de cocaina (1 mg/kg), indicaria que la droga
puede ser mas reforzante y/o los animales aprenden mas
eficientemente que los animales con una baja inhibicion.
Considerando que una alteracién en el incentivo de las drogas y/o en
su capacidad de asociacion con las claves ambientales puede hacer
que la saliencia por la droga perdure durante afios, aun cuando se deje
de consumir, es importante valorar las diferencias en la sensibilidad a
los efectos reforzantes de la cocaina entre los animales con una alta y
baja IPP.

En este estudio realizamos tres experimentos utilizando tres
dosis de cocaina para inducir CPL: 1 mg/kg (Experimento 1); 6
mg/kg (Experimento 2); y 12.5 mg/kg (Experimento 3). En cada
experimento evaluamos la adquisicion de la preferencia condicionada
y en los grupos que presentaron dicha preferencia, se realizd la
extincién y la reinstauracion de la respuesta condicionada utilizando
dosis priming de cocaina (50% de la dosis anterior).
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ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 1

12 DiA

4 Grupos de ratones de
la cepa OF1 de ambos
sexos con las mismas

condiciones

1-7
DIAS

ASIGNACION CONDICIONES
EXPERIMENTALES (A)

FASE DE ACLIMATACION.

‘ TEST DE INHIBICION  \ . .
(5 min. por animal)

r
| |
| DELReFLEODE | | :
. . SOBRESALTO (IPP)A | | " ) o
o UN ESTIMULO ] FASE DE ENTRADA/SALIDA. . El porcentaje de IPP se utilizé
| ACUSTICO. 1. Se establece el sobresalto del animal para dividir a los animales
I 1 : mediante un analisis de i
conglomerados de k medias
PND: 51-56 11 FASE DE ACLIMATACION + BLOQUE I + BLOQUE II. | & . 1
| (cluster) en:
\ 7 | Se establece la habituacién corta y la inhibicién | 1
_———— | del pre-pulso de la respuesta de sobresalto (IPP). | MAYOR O MENOR %IPP I
S U U —— |
A
g fil ________,_____—___—_____-___-__________
HANDLING 1 o ASIGNACION CONDICIONES EXPERIMENTALES (B)
IR ——

! PND:57-67

e mm o o=

Menor n=12, Machos %IPP Mayor n=14; Hembras
%IPP Menor n=8, Hembras %IPP Mayor n=15).

I 1
{ h) Aclimatacion al experimentador Experimento 1 CPL 1mg/kg cocaina. (Machos %IPP I
CONDICIONA- 1 P : 1
I MIENTO DE | I /1 Menor n=8, Machos %IPP Mayor n=10; Hembras %IPP I
. PREFERENCIA | PRE-CONDICIONAMIENTO 7 Menor n=8, Hembras %IPP Mayor n=11). .
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1
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1
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a
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/
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7.1. Material y métodos.
7.1.1.  Animales.

En todos los experimentos se utilizaron ratones adultos machos
y hembras de la cepa OF1 adquiridos en los
laboratorios Charles River (Barcelona,
Spain), de 42 dias de edad (Post Natal Day,
PND) a su llegada al animalario y con un
peso aproximado de entre 31-42 gramos en
machos y 26-31 gramos en hembras. En
este primer estudio se utilizaron un total de
144 ratones adultos, 70 machos y 74

hembras. Los animales se agruparon de
cuatro en cuatro o cinco en las jaulas (27 x
27 x 15 cm3) con libre acceso a la comida y la bebida (ad libitum),
encontrandose a una temperatura ambiente constante de 21+22°C, con
una humedad del 60% Yy bajo un ciclo invertido de luz-oscuridad de
12h (con fase de luz desde las 20:00 hasta las 8:00 horas). Todos los
animales permanecieron un periodo entre cinco y siete dias de
adaptacion al animalario. Los animales fueron aclimatados al
experimentador durante dos dias (handling), transcurridos los cuales
se comenzd la parte experimental.

El protocolo experimental y el uso de los animales se realizaron
conforme a la normativa legal vigente (Directive 2010/63/EU of the
European Parliament and of the council of September 22, 2010) sobre
la proteccién de animales usados con fines experimentales. El estudio
que se presenta forma parte de una investigacion cuyo disefio esta
aprobado por el Comité de ética para el uso y cuidado de animales de
experimentacion de la Universitat de Valéncia y por la Direccion
General de Produccion Agraria y Ganaderia de la Generalitat
Valenciana.  Procedimientos:  2014/073; 2014/002/UVEG/018;
2014/051/UVEG/015.
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7.1.2. Drogas.

Se diluyé cocaina (Laboratorios Alcaliber S.A., Madrid, Spain)
en suero fisioldgico (0.1 mg/ml) en un volumen constante (10 mi/kg)
para su administracion i.p. Las dosis seleccionadas fueron 1, 6, 6 12.5
mg/kg para inducir el CPP segun el experimento.

7.1.3. Aparatos.
Inhibicion pre-pulso (IPP).

El modelo se fundamenta sobre la idea de que, bajo ciertas
condiciones, un estimulo débil (pre-pulso) puede inhibir el reflejo de
sobresalto ante un estimulo intenso que se presente posteriormente.
Este efecto inhibidor del reflejo de sobresalto que tiene el pre-pulso,
de ahi el término de “inhibicién pre-pulso”, se utiliza como modelo
animal que simula la alteraciébn del mecanismo sensorio-motor
presente en la esquizofrenia y en otros trastornos psiquiatricos (Braff y
cols., 2008).

El aparato consiste en una caja de plexiglas (28 x 15 x 17 cm.)
con una plataforma que contiene un sensor en su base, de manera que
si el animal se mueve se detecta la diferencia en la fuerza ejercida
sobre la plataforma. ElI valor
méaximo de esta fuerza de transicion
es la medida de la amplitud de la
respuesta de  sobresalto. Los
movimientos de sobresalto del
animal son transducidos por un
acelerémetro y la sefial es recogida
y digitalizada por un
microcomputador que también se
utiliza para presentar el estimulo y
la obtencidén de los datos. El aparato estd situado en una camara
insonorizada (90 x 55 x 60 cm) constantemente iluminada (lampara de
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10w) y equipada con un altavoz localizado en el interior del techo de
la caja que produce un sonido constante como ruido de fondo. Dos
altavoces de 28 cm localizados a 15 cm de los dos lados de la caja de
plexiglds 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 sefial correspondiente al pre-pulso.
El aparato (respuesta startle mod. CERS) y programa de recogida de
datos fueron adquiridos a la firma CIBERTEC, S.A, Madrid. Espafa.

Condicionamiento de la preferencia de lugar (CPL).

Se utilizaron 12 cajas de condicionamiento de lugar que constan
de 2 compartimentos de igual
tamafo (30.7 cm x 31.5 cm X
34.5 cm) con diferente color
en las paredes (blanco o
negro) y diferentes texturas
en el suelo (Ma&s o menos
rugoso), separados por un
pasillo central que conecta
ambos compartimentos (13.8
cm x 31.5 cm x 34.5 cm). Las cajas estan dotadas de infrarrojos para
detectar la posicion del animal y conectadas a un ordenador que
registra el tiempo pasado por el animal en cada compartimento
(MONPRE 2Z de CIBERTEC, S.A. Madrid. Espafa).

7.2. Procedimiento.

Tras el periodo de adaptacion al animalario (PND 42-49), los
animales fueron pesados e identificados con una pintura inocua e
indeleble, los machos fueron pintados de azul y las hembras de
morado (PND 49-50).
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El estudio comenzo realizando la prueba de la Inhibicién Pre-
pulso (IPP), sequida del Condicionamiento de Preferencia de Lugar
(CPL). Se repitio este procedimiento para cada uno de los tres
experimentos (Experimento 1, 2 y 3) con un nuevo grupo de animales
para cada uno de ellos (ver Esquema del procedimiento experimental
1 en la pagina 85). Después de llevar a cabo cada uno de los ensayos y
de las pruebas, los tubos de IPP se limpiaban con 70% de alcohol
disuelto en agua entre un animal y el siguiente.

7.2.1. Procedimiento del Experimento 1: CPL inducido con
1mg/kg de cocaina.

Inhibicion pre-pulso (IPP)

La prueba se realizd en tres sesiones siguiendo el protocolo de
Valsamis y Schmid (2011), donde en la primera fase de aclimatacién
al programa se colocaba a cada raton dentro del aparato (en el tubo)
para que se habituase durante unos 5 min con un ruido de fondo pero
sin estimulo de sobresalto (PND 51). El tubo se limpiaba cada vez que
se cambiaba al animal. La sesion del programa denomina fase de
entrada/salida (PND 52) nos permitié establecer el sobresalto del
animal y asi determinar qué estimulo utilizdbamos como estimulo
principal (120 dB), siendo éste el valor (respuesta de sobresalto) que
llegaba a un punto de maxima amplitud de la respuesta produciendo
una meseta entre las respuestas a los estimulos. El estimulo empezaba
con 70-75 dB e iba subiendo de 5 en 5 cada estimulo hasta llegar a
120 dB. Con una duracion de 20 ms y un tiempo entre estimulos (ITI
base) de 20 segundos, es decir, cada estimulo/ensayo se producia cada
20 seg. El ruido de fondo era de 65 dB, con 5 minutos de periodo de
adaptacion y con un total 21 estimulos/ensayos.

Teniendo en cuenta estudios piloto previos, consideramos
utilizar una duracion muy corta del pre-pulso (4 ms) y medir
intervalos cortos, de esta manera podiamos variar los tiempos entre
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estimulos (ITI: 30 y 100) y la sesion de la prueba no era demasiado
larga. Sabemos que la eficacia del pre-pulso parece disminuir por esa
duracion tan corta comparada con 20 ms de pre-pulso del mismo
volumen. Por lo tanto, utilizamos pre-pulsos de intensidad alta como
son 75dB y 85dB con un tiempo de 4 ms ya que no suelen producir
una respuesta de sobresalto por si solos (Valsamis y Schmid, 2011).
Ademas, se conoce que un pre-pulso de 85dB produce un maximo de
IPP de un 90% y se recomienda utilizar uno de 75dB que provoca
solamente entre un 50-60% de IPP (Valsamis y Schmid, 2011).

Asi mismo, utilizamos un ITI de 30 y otro de 100. La IPP en
humanos se mide originalmente con un ITI de 100 ms donde su efecto
es maximo en este valor. En ratas y ratones, el maximo de la IPP es
30-50 ms, debido probablemente a que su cerebro es mas pequefio.
Estos dos intervalos nos permiten ademas comparar entre estudios que
utilizan diferentes tiempos. La eleccion de los tiempos se realiza en
funcién de qué queremos medir o si queremos comparar con otros
estudios, por lo que elegimos los mas utilizados.

RS = 100%

RS = 40%

PULSO SOLO PREPULSO + PULSO
120 dB 75/85d8  + 120dB
(30-500 ms)

Figura 4. Respuesta de sobresalto e inhibicion pre-pulso de la
respuesta de sobresalto a un estimulo acustico con pulso de 120db y
pre-pulsos de 75 y 85 dB de entre 30 y 500 ms.
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La tercera sesion del programa se denomina fase de
Aclimatacion + Bloque | + Bloque Il (PND 53-56). La aclimatacion
fue de 5 minutos con un ruido de fondo de 65dB y sin ningln estimulo
mas. En el Bloque | se pretendié evaluar la habituacion corta del
animal. Se utiliz6 como estimulo principal el pulso de 120 dB, ya que
fue el valor méximo que alcanzo la respuesta de sobresalto en la fase
de entrada/salida para cada sexo. Con un total de 50 estimulos/ensayos
de 20 ms y una duracion ITI base de 20 segundos.

En ultimo lugar, se realizo el Bloque I, en el cual evaluaba la
inhibicién de la respuesta de sobresalto con el pre-pulso (IPP)
propiamente dicha. Para ello, se pseudo-aleatorizaron los ensayos con
el estimulo principal solo (pulso) y los ensayos con estimulo auxiliar
(pre-pulso) y estimulo principal. El ruido de fondo y el estimulo
principal fue el mismo que en el Bloque I y la duracion del pre-pulso
fue de 4 ms. Se utilizaron dos pre-pulsos, uno de 75 dB y otro de 85
dB, y dos tipos de intervalos entre el estimulo principal (pulso) y el
auxiliar (pre-pulso) de 30 ms y 100 ms. Ademas, afiadimos los pre-
pulsos de 75 dB y 85 dB como pulsos solos con una duracion de 20
ms al igual que el estimulo principal, para comprobar que no actuaban
como pulsos y por tanto como posibles distorsionadores de la IPP, ya
que esta funcion esta determinada por el pulso de mayor dB que es el
estimulo principal (120 dB).

En total se aleatorizaron 10 ensayos con soOlo el estimulo
principal de 120 dB (estos ensayos igual que los que creamos en el
bloque I) + 10 ensayos IPP de 75 dB y 30 ms + 10 ensayos de 75 dB y
100 ms + 10 ensayos de 85 dB y 30 ms +10 ensayos de 85 dB y 100
ms. Asi, se obtuvieron las siguientes medidas del porcentaje (%) de
inhibicién pre-pulso segln los diferentes pre-pulsos: (a) Pre-pulso 75
dB con ITI de 30 ms (PP751TI130), (b) Pre-pulso 75 dB con ITI de 100
ms (PP75IT1100), (c) Pre-pulso 85 dB con ITI de 30 ms (PP85ITI30),
y (d) Pre-pulso 85 dB con ITI de 100 ms (PP85ITI1100).
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Condicionamiento de la preferencia de lugar (CPL)

El procedimiento que hemos seguido es el que hemos realizado
en nuestro laboratorio desde hace afios (ver Manzanedo y cols., 2001;
2012), denominado “no sesgado” (unbiased), contrabalanceado en
términos de la preferencia inicial y del procedimiento de
administracion de los farmacos.

Al dia siguiente de realizar la prueba de la IPP iniciamos la
prueba del CPL. Antes de comenzar esta prueba, los animales fueron
aclimatados al experimentador durante tres dias (handling, PND: 57-
59). La adquisicion del CPL constaba de tres fases. En la primera fase,
Ilamada de pre-condicionamiento (Pre-C), los animales tenian libre
acceso a los compartimentos durante 15 minutos (900 segundos)
realizandose en dos dias consecutivos. El tercer dia (PND: 62), se
realizd la misma prueba que los dias anteriores pero en este caso se
registré el tiempo que pasaban los animales en cada uno de los
compartimentos. Los animales que mostraron una fuerte aversion
(menos de 250 s) o preferencia (mas de 650 s) por alguno de los
compartimentos fueron descartados del experimento. Asi, el nUmero
de animales de los grupos experimentales resultantes en este primer
experimento fue: Experimento 1 (Machos %IPP Menor n=8, Machos
%IPP Mayor n=10; Hembras %IPP Menor n=8, Hembras %IPP
Mayor n=11). Se contrabalance6 la asociacion entre el farmaco y el
compartimento. Después de la asignacion de compartimentos, se
realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para comprobar que no
existian diferencias significativas en la fase de pre-condicionamiento
entre el tiempo de permanencia en el lugar que se posteriormente se
apareara con el farmaco o con el vehiculo. Este es un paso importante
en el procedimiento experimental que evita cualquier preferencia antes
de iniciar el condicionamiento.

La segunda fase es la denominada condicionamiento y duro
cuatro dias (PND 63-66). Los animales recibieron una inyeccion de
suero fisiologico antes de ser confinados durante treinta minutos en el

~02 ~



Estudio 1: IPP y CPL

compartimento elegido para ser asociado con el vehiculo. Tras un
intervalo de cuatro horas, recibieron una inyeccion de cocaina
(Experimento 1: 1 mg/kg) antes de ser confinados en el
compartimento elegido para ser asociado con la droga. La tercera fase,
Ilamada post-condicionamiento o test (Post-C), consiste en registrar el
tiempo que el animal, libre de cualquier tratamiento, pasaba en cada
compartimento durante 900 segundos (PND 67).

La diferencia entre el tiempo (en segundos) de permanencia en
el compartimento asociado con la droga entre el dia de Pre-C y del
Post-C se considera una medida del grado de preferencia inducida por
la cocaina. Si se observaba una diferencia positiva significativa,
consideramos que la cocaina habia inducido una preferencia por el
compartimento asociado a la droga, mientras que si no ocurria tal
incremento indicaba que no se habia adquirido el CPL, y si se
producia el efecto opuesto indicaba que la droga habia producido
aversion.

En aquellos grupos que presentaron un CPL inducido por la
cocaina se procedio a realizar la extincion de la preferencia de lugar;
conseguida la cual se realiz6 la reinstauracion del CPL con una dosis
priming de cocaina. De esta forma, los grupos condicionados con
cocaina fueron sometidos a una extincion a la semana que consistia en
colocar al animal dentro de la caja durante 15 minutos y sin guillotinas
que separasen los compartimentos. Entendiamos que la preferencia se
habia extinguido cuando durante dos sesiones consecutivas no existian
diferencias significativas entre las puntuaciones del Pre-C y de la
sesion de Extinciéon en cada grupo, y al mismo tiempo si que se
observaba una diferencia significativa entre las puntuaciones del Post-
C y de la Extincién. Por lo tanto, todos los animales de cada grupo
realizaron el mismo numero de sesiones de extincion
independientemente de sus puntuaciones individuales. A las 24h se
evalud si se producia la reinstauracion de la preferencia con una dosis
priming de cocaina (la mitad de la dosis administrada durante el
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condicionamiento previo). EIl test de reinstauracion se realizo igual
que el descrito el dia del Post-C (libre deambulacion por la caja
durante 15 min), excepto que 15 min antes se les administré a los
animales la dosis de cocaina y en un lugar no contingente al lugar del
condicionamiento. Si el grupo habia reinstaurado la preferencia, se
procedia a su extincion nuevamente realizando el mismo proceso
descrito anteriormente. Una nueva reinstauracion con dosis cada vez
mas bajas de cocaina (la mitad de la dosis anterior) se indujo tras cada
extincion de la preferencia, hasta que no se observo reinstauracion de
la preferencia en el grupo.

7.2.2. Procedimiento del Experimento 2: CPL inducido con
6mg/kg de cocaina.

Inhibicion pre-pulso (IPP)

La IPP se realizd utilizando el mismo procedimiento mostrado
en el Experimento 1 con un nuevo grupo de animales.

Condicionamiento de la preferencia de lugar (CPL)

El procedimiento que seguimos para realizar el CPL fue el
mismo que el mostrado en el Experimento 1. Del mismo modo,
después de realizar la ultima sesion de Pre-C y su posterior registro
del tiempo de permanencia en cada compartimento, los animales que
mostraron una fuerte aversion (menos de 250 s) o preferencia (mas de
650 s) por alguno de los compartimentos fueron descartados del
experimento. Asi en este experimento, el nimero de animales
resultante fue el siguiente: Experimento 2 (Machos %IPP Menor n=9,
Machos %IPP Mayor n=10; Hembras %IPP Menor n=9, Hembras
%IPP Mayor n=14). Y la dosis de cocaina utilizada en la fase de
Condicionamiento fue de 6 mg/kg.
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7.2.3. Procedimiento del Experimento 3: CPL inducido con
12.5 mg/kg de cocaina.

Inhibicion pre-pulso (IPP)

La IPP se realizo utilizando el mismo procedimiento mostrado
en el Experimento 1 con un nuevo grupo de animales.

Condicionamiento de la preferencia de lugar (CPL)

El procedimiento que seguimos para realizar el CPL fue el
mismo que el mostrado en el Experimento 1. Del mismo modo,
después de realizar la Gltima sesion de Pre-C y su posterior registro
del tiempo de permanencia en cada compartimento, los animales que
mostraron una fuerte aversion (menos de 250 s) o preferencia (méas de
650 s) por alguno de los compartimentos fueron descartados del
experimento. Asi en este experimento, el nimero de animales
resultante fue el siguiente: Experimento 3 (Machos %IPP Menor
n=12, Machos %IPP Mayor n=14; Hembras %IPP Menor n=8,
Hembras %IPP Mayor n=15). Y la dosis de cocaina utilizada en la
fase de Condicionamiento fue de 12.5 mg/kg.

7.3. Analisis Estadisticos.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa
estadistico SPSS (IBM SPSS Statistics version 19).

El andlisis de los resultados de la IPP se realizd con los datos
obtenidos del Bloque 1l en la tercera fase. Los datos fueron ordenados
segun el tipo de ensayo (p.ej. exportando los datos relevantes en
columnas de Excel y clasificando cada columna por la intensidad y
duracion ITI de cada pre-pulso). Luego se realizé el promedio de los
diez resultados por tipo de ensayo y el resultado de los ensayos
ordenados por pre-pulso se dividié por el resultado obtenido sin el
pre-pulso (pulso solo) y multiplicado por 100. Este resultado nos
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indicaba la cantidad de sobresalto restante (porcentaje de sobresalto
base) bajo diferentes tipos de pre-pulso para cada animal, donde el
sobresalto basal (pulso solo) era el 100%. Este célculo nos permitio
conocer el porcentaje de IPP (%IPP) de la respuesta de sobresalto de
cada animal.

%IPP=100-(100*PRE-PULSO+PULSO SOLO/PULSO SOLO)

Para la distribucion de los animales dentro de cada sexo segun
fuese su mayor o menor IPP, realizamos un analisis de conglomerados
de K medias (cluster) utilizando el promedio del porcentaje de los 4
resultados obtenidos en la IPP (%IPP) de cada animal, con el fin de
dividir a los animales en altos o bajos inhibidores (Navarro-Francés
and Arenas, 2014), es decir, aquellos que tenian un mayor o un menor
%IPP segun el resultado obtenido en el promedio del porcentaje de las
4 medidas de IPP. El centro de los grupos o clusters se calculd por
separado segun el sexo, con el propdsito de conseguir una distribucion
igual en machos y hembras de cada grupo de IPP.

Realizamos un ANOVA de un factor (Sexo) con la variable
dependiente (%IPP) para comprobar si habia diferencias entre los
sexos en la IPP en cada Experimento.

Para conocer las diferencias en el condicionamiento (llamado en
inglés conditioning score), realizamos un ANOVA de un factor de la
diferencia entre el Post-C y Pre-C con dos variables inter: Sexo con
dos niveles (machos y hembras) e IPP con dos niveles (mayor y menor
IPP segln la distribucion en cada sexo del cluster de la media del
porcentaje de los 4 resultados obtenidos en la IPP).

Para saber si existian diferencias entre los grupos en la
adquisicion del condicionamiento realizamos un ANOVA de medidas
repetidas con dos variables enter (Sexo e IPP) y una intra (Dias: Pre-C
y Post-C).
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Para evaluar las extinciones de la preferencia se realizaron
distintas ANOVAs para las extinciones, reinstauraciones y siguientes
extinciones: con una variable enter (IPP) y una intra (Dias: Ext,
Reinstauracion) de cada sexo y para cada experimento.

Para realizar las comparaciones post-hoc se utilizé la prueba de
Bonferroni.

En el Experimento 3, para analizar las diferencias entre los
grupos en el tiempo que tardan en extinguir la preferencia realizamos
el Test de Kaplan-Meier con la prueba de Breslow (Generalized
Wilcoxon) cuando las comparaciones post-hoc fueron oportunas. En
esta prueba se utilizan dos valores o medidas, una variable dicotémica,
ha extinguido o no para cada ratdn, y otra variable de tiempo de
supervivencia (nimero de sesiones que tarda en extinguir cada
animal). Aunque la media del grupo en conjunto determinaba el dia
que se extinguia la preferencia, con esta prueba se establece la
extincion de cada animal. Cuando el raton hubiese permanecido 380
segundos 0 menos en el compartimento asociado a la droga durante
dos dias consecutivos, considerdbamos que el animal habia extinguido
la preferencia condicionada. La eleccion de este tiempo vino
determinada por el valor obtenido de todo el conjunto de puntuaciones
en el test de Pre-C del estudio (media=367). Cuando un animal no
llegaba a extinguir la preferencia, se le asignd el nimero de sesiones
que necesitd el grupo entero para extinguir.

Finalmente, para evaluar si existian diferencias en la adquisicion
del CPL entre los animales con mayor o menor IPP, asi como
diferencias de sexo entre los grupos de los tres CPL (1, 6, 12.5 mg/kg
de cocaina) realizamos un ANOVA de medidas repetidas con tres
variables enter: Sexo (machos y hembras), IPP (mayor y menor), y
Dosis (1, 6, 12.5 mg/kg de cocaina); y una variable intra (Dias: test
Pre-C, test Post-C).
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7.4. Resultados.

7.4.1. Resultados del Experimento 1: CPL inducido con
1mg/kg de cocaina.

Resultados en la IPP.

La distribucion significativa de los cuatro grupos animales con
el analisis de conglomerado de K medias (cluster) segun la media del
porcentaje de los 4 resultados obtenidos en la IPP se puede observar
en la Tabla3. Machos: [F(1,17)=22.023;p<0.0001];
Hembras:[F(1,22)=36.202; p<0.0001] (ver Grafica 1y 2).

Media del % IPP
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Mayor % IPP Menor % IPP

Gréfica 1. Distribucion de la muestra segun %IPP (cluster). ***
p<0.0001 Mayor %IPP vs. Menor %IPP.
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Media de Respuestas de sobresalto (4)

120 - - .
100 - I I
® 80 -
1]
£ 60 -
S 40 2 i
o
o 20
O i
Machos Hembras ‘ Machos Hembras ‘
Mayor % IPP ‘ Menor % IPP ‘

Gréfica 2. Distribucion de la muestra segin %IPP (cluster) de
las 4 respuestas de sobresalto utilizadas en la prueba. *** p<0.0001
Mayor %IPP vs. Menor %IPP.

El resultado de la distribucion de los animales segun su IPP
realizada con el cluster se muestra en la Tabla 3.

EXPERIMENTO 1

Machos Hembras
Mayor  Menor Mayor Menor
11 8 15 9
26 4 28 -3

Tabla 3. Distribucion de los animales segun su IPP (Cluster).

El anélisis de la ANOVA de un factor (sexo) con la variable
dependiente %IPP revel6 que no existian diferencias de sexo en la IPP
[F(1,41)<1; n.s.].
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Resultados en el CPL

ElI ANOVA realizado para conocer el Conditioning Score
muestra que existen diferencias entre los grupos de IPP en cada sexo
porque muestran preferencia solamente los grupos de mayor IPP;
Machos: [F(1,17)=17.191; p<0.001], Hembras: [F(1,20)=4.923;
p<0.038] (ver Grafica 3).

Conditioning Score: CPL 1mg/kg de
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Gréfica 3. Conditioning Score: diferencia entre Pre-C y Post-
C en cada sexo distribuido por su mayor o menor IPP. *p<0.05 Mayor
%IPP vs. Menor %IPP.

El ANOVA del CPL nos muestra que hay un efecto significativo
en la variable Dias [F(1,33)=7.645; p<0.009] y en la interaccion Dias
x IPP [F(1,33)=15.180; p<0.0001]. En concreto observamos que los
grupos de mayor IPP se diferencian significativamente de los grupos
de menor IPP en el incremento el tiempo en el compartimento
asociado a la droga el dia del Post-C (p<0.022). Dado que solamente
muestran preferencia los grupos de mayor IPP (p<0.0001). Por el
contrario, no observamos diferencias de sexo en ningun grupo de
animales (ver Gréfica 4).
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La IPP predice el CPL de 1mg/kg de cocaina
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Gréfica 4. ANOVA de medidas repetidas: Pre-Condicionamiento y Post-Condicionamiento. * p<0.05
Pre-C vs. Post-C.
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7.4.2. Resultados del Experimento 2: CPL inducido con
6mg/kg de cocaina.

Resultados en la IPP.

La distribucién significativa de los cuatro grupos de animales
con el andlisis de conglomerado de K medias (cluster) segun la media
del porcentaje de los 4 resultados obtenidos en la IPP se puede
observar en la Tabla 4. Machos: [F(1,23)=39.543; p<0.0001];
Hembras: [F(1,21)=54.130; p<0.0001] (ver Graficas 5y 6).
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Gréfica 5. Distribucion de la muestra segin % IPP (cluster).
*** pn<0.0001 Mayor %IPP vs. Menor %IPP
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Graéfica 6. Distribucion de la muestra segun %IPP (cluster) de
las 4 respuestas de sobresalto utilizadas en la prueba. *** p<0.0001
Mayor %IPP vs. Menor %IPP.

El resultado de la distribucion de los animales segun su IPP
realizada con el cluster se muestra en la Tabla 4.

EXPERIMENTO 2

Machos Hembras
Mayor Menor Mayor Menor
16 9 14 9
35 5 45 1

Tabla 4. Distribucién de los animales segun su IPP (Cluster).
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El anélisis de la ANOVA de un factor (sexo) con la variable
dependiente %IPP revel6 que no existian diferencias de sexo en la IPP
[F(1,41)<1; n.s.].

Resultados en el CPL

ElI ANOVA realizado para conocer el Conditioning Score
muestra que existen diferencias entre los grupos de IPP en cada sexo
porque presentan preferencia solo los grupos de mayor IPP [Machos:
F(1,17)=9.173; p<0.008; Hembras: F(1,21)=54.130; p<0.0001] (ver
Grafica 7).

Conditioning Score: 6 mg/kg de cocaina
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Graéfica 7. Conditioning Score: diferencia entre Pre-C y Post-C
en cada sexo distribuido por su mayor o menor IPP. **p<0.01 Mayor
%IPP vs. Menor %IPP.
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Asi mismo el ANOVA del CPL medidas repetidas (Pre-C y
Post-C) de los dos sexos juntos muestra que hay diferencias
significativas en la interaccion Dias x IPP [F(1,38)= 11.756; p<0.001],
en concreto observamos las diferencias en el dia del Post-C entre los
grupos de mayor y menor IPP, siendo mayor el tiempo que pasan en el
compartimento asociado a la droga en los primeros (p<0.034).
Solamente los machos y las hembras de mayor IPP son los que
muestran un aumento significativo en el tiempo del dia del Post-C
respecto al del Pre-C [Hembras: F(1,38)=9.478; p<0.004; Machos:
F(1,38)=24.967; p<0.0001], es decir, incrementan el tiempo en el
compartimento asociado a la cocaina, lo cual indica que muestran
preferencia por el lugar asociado a la droga. También observamos
diferencias entre los machos de mayor y menor IPP en el dia del Post-
C [F(1,38)=4.322; p<0.044], donde los primeros muestran una mayor
preferencia que los segundos. Asi mismo, encontramos diferencias en
la interaccion Dias x Sexo [F(1,38)= 4.413; p<0.042]. Donde se
observa que los machos en general muestran una mayor puntuacién en
el tiempo que pasa en el compartimento asociado a la droga en el dia
del Post-C que las Hembras (p<0.039). Concretamente los machos de
mayor IPP en el dia del Post-C permanecen mas tiempo en éste
compartimento que las hembras [F(1,38)=5.134; p<0.029].

Los resultados de los ANOVAs para las extinciones y las
recaidas muestran que los dos grupos de mayor IPP extinguen el CPL
[Machos Mayor IPP: Pre-C vs. Extincionl: F(1,16)= 1.240; n.s; Post-
C vs. Extincionl: F(1,16)= 9,385; p<0,007; Hembras Mayor IPP: Pre-
C wvs. Extincionl: F(1,21)=0.220; n.s; Post-C vs. Extinciénl:
F(1,21)=4.398; p<0.048].

Ninguno de los grupos de animales de mayor IPP que
extinguieron la preferencia, reinstauraron con 3.12 mg/kg de cocaina
[Machos: Extincién 1 vs. Reinstauracion 3.12: F(1,16)=1.240; n.s;
Hembras: Extincion 1 vs. Reinstauracion 3.12: F(1,21)=1.767; n.s]
(ver Gréfica 8).
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La IPP predice el CPL de 6mg/kg de cocaina
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Grafica 8. ANOVA de medidas repetidas: Pre-C y Post-C, Extincidn, Reinstauracién. *p<0.05 vs. Pre-C,
#p<0.05 vs. Post-C, +p<0.05 vs. Machos Mayor %IPP.
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7.4.3. Resultados de Experimento 3: CPL inducido con
12.5mg/kg de cocaina.

Resultados en la IPP.

La distribucién significativa de los cuatro grupos de animales
con el analisis de conglomerado de K medias segun la media del
porcentaje de los 4 resultados obtenidos en la IPP se puede observar
en la Tabla 5. Machos: [F(1,24)=44.183; p<0.0001]; Hembras:
[F(1,25)=44.511; p<0.0001] (ver Graficas 9 y 10).
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Grafica 9. Distribucion de la muestra segin % IPP (cluster).
*** p<0.0001 Mayor %IPP vs. Menor %IPP.
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Gréfica 10. Distribucion de la muestra segin %IPP (cluster) de
las 4 respuestas de sobresalto utilizadas en la prueba. *** p<0.0001
Mayor %IPP vs. Menor %IPP.

El resultado de la distribucion de los animales segun su IPP
realizada con el cluster se muestra en la Tabla 5.

EXPERIMENTO 3

Machos Hembras
Mayor  Menor Mayor Menor
14 12 16 11
36 -2 36 -11

Tabla 5. Distribucién de los animales segun su IPP (Cluster).
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El anélisis del ANOVA de un factor (sexo) con la variable
dependiente %IPP revel6 que no existian diferencias de sexo en la IPP
[F(1,51)<1; n.s.].

Resultados en el CPL

ElI ANOVA realizado para conocer el Conditioning Score
muestra que no existen diferencias entre los grupos de IPP en cada
sexo porque muestran preferencia todos los grupos [Machos:
F(1,24)=1.600; n.s.; Hembras: F(1,25)=0.002; n.s.] (ver Grafica 11).

Conditioning Score: 12.5 mg/kg de cocaina
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Grafica 11. Conditioning Score: diferencia entre Pre-C y Post-C
en cada sexo distribuido por su mayor o menor IPP. No existen
diferencias entre los grupos por sexo.

El ANOVA del CPL nos muestra que hay un efecto significativo
en la variable Dias [F(1,49)=41.983; p<0.0001], indicando que todos
los grupos de animales han incrementado significativamente el tiempo
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en el compartimento asociado a la droga el dia del post-
condicionamiento en comparaciéon con el Pre-C. Y asi mismo
observamos diferencias de sexo en el dia del Post-C en los animales
de mayor IPP (p<0.024), ya que los machos muestran una mayor
puntacion en dia del Post-C que las hembras.

Los resultados de los ANOVAs para las extinciones y las
recaidas muestran que todos los grupos extinguen el CPL [Machos
Mayor IPP: Pre-C vs. Extinciénl: F(1,23)=0.144; n.s.; Post-C vs.
Extincionl: F(1,23)=7.349; p<0.012; Hembras Mayor IPP:
F(1,25)=0.452; n.s.; Hembras Menor IPP: F(1,25)=0.002; ns.] a
excepcion de los machos de menor IPP que tras 39 sesiones semanales
no mostraron una disminucion significativa de la preferencia [Pre-C
vs. Extinciéonl: F(1,23)= 13.859; p<0.0001; Post-C vs. Extincionl:
F(1,23)= 0.877; n.s]. Observamos por ello diferencias en el dia de la
extincionl entre los grupos de machos con mayor y menor IPP
[F(1,23)= 6.816; p<0.016]. De todos los grupos de animales que
extinguieron la preferencia, reinstauran con 6.25 mg/kg de cocaina las
hembras de menor IPP [Menor IPP: F(1,25)=3.988; p<0.05], no
reinstaurando los machos [Mayor IPP: F(1,13)=2.430; n.s] y las
hembras de mayor IPP [Mayor IPP: F(1,25)=0.002; n.s]. Sin
embargo, las hembras de menor IPP extinguen por segunda vez [Pre-C
vs. Extincion 2: F(1,10)=0.543; n.s], reinstauran la preferencia con
3.12 mg/kg de cocaina [Extincion 2 vs. Reinstauracion 3.12:
F(1,10)=26.492; p<0.001], vuelven a extinguir [Pre-C vs. Extincion3:
F(1,9)=0.346; n.s] y ya no reinstauran con 1.5 mg/kg de cocaina
[Extincidon3 vs. Reinstauracion 1.5: F(1,9)=0.004; n.s] (ver Gréafica
12).
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La IPP predice el CPL de 12.5mg/kg de cocaina
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Grafica 12. ANOVA de medidas repetidas: Pre-C y Post-C, Extincién, Reinstauracion. *p<0.05 vs. Pre-
C, #p<0.05 vs. Post-C, +p<0.05 vs. Machos Mayor %IPP.
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Los anélisis realizados con el Test de Kaplan-Meier con los
datos obtenidos después del Post-C para cada animal de cada grupo,
revelaron que los machos en general necesitaron mas tiempo o
sesiones que las hembras para extinguir el condicionamiento (Machos
vs. Hembras: ¥2=6.973; p< 0.008). Los machos de menor IPP
necesitaron mas tiempo para extinguir la preferencia que el resto de
grupos (vs. Mayor IPP: ¥2=10.194; p< 0.0001; vs. Hembras Mayor
IPP: 42=21.170; p< 0.008; vs. Hembras Menor IPP: ¥2=19.167; p<
0.005). Por el contrario, no encontramos diferencias entre las hembras
de mayor y menor IPP (¥2=0.477; n.s) en el nimero de sesiones para
extinguir el CPL de 12.5mg/kg de cocaina (ver Gréficas 13, 14, 15,
16).
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Gréfica 13. Numero de sesiones de extincion de cada grupo de
IPP y Sexo.
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Grafica 14. Test de Kaplan-Meier con los datos obtenidos

después del Post-C para cada animal de cada grupo. p<0.05 vs.
Machos Menor % IPP
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Gréfica 15. Test de Kaplan-Meier con los datos obtenidos
después del Post-C para cada animal de cada grupo de machos.

p<0.05 vs. Machos Menor % IPP.
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Grafica 16. Test de Kaplan-Meier con los datos obtenidos

después del Post-C para cada animal de cada grupo por sexo. p<0.05
vs. Machos.

7.4.4. Resultados de los tres CPLs juntos (inducidos con 1,
6 y 12.5 mg/kg cocaina).

Resultados en el CPL

El ANOVA de los tres CPLs muestra que existen diferencias
significativas entre la variable Dias (Pre-C y Post-C)
[F(1,120)=57.298; p<0.0001] y aunque la interaccion Sexo x Dosis x
IPP x Dias no es significativa [F(1,120)=0.063; n.s.], es importante
resaltar las diferencias que encontramos entre las puntuaciones del
Pre-c respecto al Post-C en todos los animales de mayor IPP con las
tres dosis de cocaina [CPL de 1mg/kg cocaina: Machos (p<0.002) y
Hembras (p<0.002); CPL de 6mg/kg cocaina: Machos (p<0.0001) y
Hembras (p<0.010); 12.5mg/kg cocaina: Machos (p<0.0001) y
Hembras (p<0.002)]. En cambio, los animales de menor IPP
solamente alcanzan estas diferencias con la dosis de 12.5 mg/kg de
cocaina [Machos (p<0.0001) y Hembras (p<0.011)] (ver Grafica 17).
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La interaccion Dias x Dosis [F(1,120)=5.071; p<0.008] es
significativa, concretamente en el dia del test Post-C con una
puntuacion general mayor en el CPL inducido con 12.5 mg/kg de
cocaina que en el de 1 mg/kg (p<0.0001). De hecho los machos de
menor IPP se diferencian en el test del Post-C inducido con 1mg/kg y
con 12.5mg/kg de cocaina [F(1,120)= 4.524; p<0.013]. Lo cual
demuestra que la cantidad administrada es un factor relevante para la
busqueda de la droga en los animales con una menor IPP (dosis-
dependiente), ya que pasaron mas tiempo en el compartimento
asociado a la droga cuanto mayor fue la cantidad de la misma (ver
Grafica 17).

Esto puede corroborarse también en el efecto significativo que
observamos entre los machos de mayor y menor porcentaje de IPP el
dia del Post-C en el CPL de 1 [F(1,120)= 4.524; p<0.035] y en el de 6
mg/kg [F(1,120)= 4.184; p<0.043] de cocaina. Lo cual demuestra que
con dosis bajas no muestran el mismo efecto ante la busqueda de la
droga los machos segln su mayor o menor IPP que con una dosis alta
(12.5mg/kg), donde no se observan diferencias entre los grupos
porque se condicionan ambos. Este efecto tan especifico no lo vemos
en las hembras porque a pesar de que se condicionen con la dosis mas
alta no muestran una puntuacion tan extrema como los machos (ver
Grafica 17).

Asi mismo encontramos diferencias en la interaccion Dias X
Sexo [F(1,120)=4.411; p<0.038], dichas diferencias se encuentran el
dia del test Post-C entre machos y hembras (p<0.038), revelando una
puntuacion mayor los machos que las hembras. Concretamente
encontramos diferencias de sexo en el grupo de mayor IPP el dia del
Post-C en el CPL de 6 mg/kg de cocaina [F(1,120)= 4.970; p<0.028] y
en el CPL inducido con 12.5mg/kg de cocaina [F(1,120)= 5.291;
p<0.023] (ver Gréfica 17).

La prueba post hoc, claramente muestra un efecto significativo
entre el CPL inducido con 1y con 12.5mg/kg de cocaina (p<0.021).
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CPL inducidos por diferentes dosis de cocaina
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Gréfica 17. Diferencias entre el Pre-C y el Post-C de los animales segun su IPP y dosis *p<0.05. El ANOVA revela un efecto significativo
entre las Dosis y los Dias; Post-C general de 1mg/kg de es significativamente menor que el Post-C general del CPL de 12.5 mg/kg de cocaina:
***p<0.0001 vs. Post-C 12.5 mg/kg. Y en el dia del Post-C los machos de menor IPP entre las dosis de 1 y 12.5 mg/kg de cocaina: $p<0.05 vs. Post-
C Machos Menor IPP 12.5mg/kg. Asi como entre los machos de Mayor y Menor IPP en las dosis de 1 y 6 mg/kg de cocaina: @ p<0.05 vs. Post-C

Menor IPP. En la interaccion Dosis x Sexo: encontramos diferencias significativas en las puntuaciones del Post-C entre machos y hembras de Mayor
IPP tanto en la dosis de 6 como en la de 12.5 mg/kg de cocaina. +p<0.05 vs. Machos.
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8. Estudio 2: Perfil cognitivo-comportamental de los ratones
seguin su mayor o menor IPP.

En muchos consumidores habituales de cocaina se observa
dafio neuropsicologico que se manifiesta con fallos de atencion,
memoria, velocidad de procesamiento y de las funciones ejecutivas,
alteraciones que no parecen ser reversibles, al menos en su totalidad,
aunque se realice una abstinencia sostenida (Madoz-Gurpide y cols.,
2009). Es frecuente también, que el consumidor regular de cocaina
presente trastornos del estado de animo, trastornos de ansiedad,
trastornos por déficit de atencion, trastornos del control de impulsos,
trastornos de la personalidad y alteraciones cognitivas, ademas de la
adiccion a la cocaina (Bechara, 2005; Verdejo-Garcia y cols., 2006,
2007; Curtis y Wang, 2007; Herrero y cols., 2008; Perrine y cols.,
2008; Niigaki y cols., 2010; Cunha y cols., 2011; Gorodetzky y cols.,
2011; Deroche-Gamonet y Piazza, 2013; Ersche y cols., 2013; Wang y
cols., 2014) siendo esta concurrencia de patologias conocida como
trastorno o patologia dual. No queda claro en la literatura si esta
confluencia de trastornos se debe a una intoxicacion o0 a una
neuroadaptacién producida por el abuso de la cocaina, o sin embargo
es la consecuencia de compartir los mismos factores predisponentes
(Torrens, 2008).

La distribucion de los rasgos de personalidad es heterogénea
dentro de la misma poblacién adicta a una droga concreta (Ersche y
cols., 2013); por ejemplo, algunos adictos a la cocaina muestran altos
niveles de ansiedad mientras otros muestran rasgos como una alta
impulsividad o un alto rasgo de busqueda de la novedad
(Gunnarsddttir y cols., 2000). Consideramos por tanto que la cuestion
de la vulnerabilidad individual probablemente puede ser la clave para
entender la fisiopatologia de la adiccién, y para ello el rol de los
modelos animales es primordial para entender su etiologia. El estudio
con modelos animales, al contrario de lo que ocurre en estudios con
humanos, permite la disociacion de fenotipos pre-existentes a partir de

~119 ~



Estudio 2. Perfil Conductual

las adaptaciones inducidas por las drogas en cada estado de exposicion
a la misma (Deroche-Gamonet y Piazza, 2013).

Por tanto, el objetivo de este segundo estudio es conocer el
perfil de aquellos animales que hemos clasificado segun su IPP con el
fin de dilucidar los posibles déficits cognitivos o conductuales que
ayuden a explicar mejor las caracteristicas de los sujetos con una
mayor vulnerabilidad a desarrollar un trastorno por abuso de cocaina.
En concreto, pretendemos conocer si los ratones que hemos
clasificado por su mayor o menor IPP muestran diferencias en su
capacidad para asociar los efectos reforzantes de la cocaina a las
claves ambientales en la prueba del CPL, o por el contrario presentan
un deficit para realizar un condicionamiento de estas caracteristicas.
De esta manera, podremos finalmente confirmar o no que la prueba de
la IPP es una buena herramienta para detectar aquellos animales que
muestran una preferencia mayor y/o mas persistente al lugar asociado
a la cocaina, lo cual llevaria a una busqueda compulsiva de la droga.

La evaluacion de las variables conductuales se realizara con el
test del campo abierto (actividad locomotora), el test del hole-board
(busgueda de la novedad) y la interaccion social (conductas tipicas de
especie). La evaluacion de la memoria y el aprendizaje nos permitira
conocer el perfil cognitivo del animal, y se realizard mediante el
reconocimiento del objeto novedoso (aprendizaje relacional y
perceptivo), el laberinto de Hebb William (aprendizaje y memoria
espacial) y el condicionamiento de evitacion pasiva (memoria
emocional). Finalmente, para evaluar la sintomatologia asociada a
patologia psiquiatrica utilizaremos el laberinto elevado en cruz
(ansiedad en un entorno novedoso) Yy el test de suspension de la cola
(desanimo conductual/anhedonia). Las diferentes pruebas descritas en
este Estudio 2 se llevaran a cabo con los Experimentos 4, 5y 6 (ver
Esquema del procedimiento experimental 2 en la pagina 121).
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ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 2
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8.1. Material y métodos.

8.1.1. Animales.

Se utilizaron un total de 173 ratones adultos, 89 machos y 84
hembras, de las mismas caracteristicas y bajo las mismas condiciones
que en el experimento 1.

8.1.2. Aparatos.
Inhibicion pre-pulso (IPP).
Misma descripcion de la IPP que en el Experimento 1.

Laberinto elevado en cruz (plus-maze; modelo de ansiedad y
actividad motora).

El laberinto elevado en cruz (Cibertec, S.A., Madrid, Espafa)
estaba compuesto por dos brazos abiertos y dos brazos cerrados
(30x5cm? y 30x15x5cm°, respectivamente) prolongados desde una
plataforma central comdn (5x5cm?) y elevado 50cm por encima del
nivel del suelo por cinco soportes. El suelo del laberinto estaba hecho

de Plexiglas negro mientras que las paredes de los brazos cerrados
eran de Plexiglas claro. La iluminacién en la habitacién experimental
fue todo el tiempo con luz tenue. Para grabar la tarea utilizamos una
camara ethovison (EthoVision XT video tracking software), colocada
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a 90 cm por encima del &rea, que realizaba un seguimiento por video
de cada raton para registrar la actividad y el movimiento del animal.

Test del hole-board (novelty seeking; modelo preferencia por la
novedad).

El aparato consistia en una caja (28 x 28 x 20.5 cm) con 16
agujeros de 3 cm de diametro equidistantes en el suelo y sus paredes
eran de plexiglas transparente. Bajo
la superficie de los agujeros tenia
unas fotocélulas que detectaban de
forma automatizada el nimero de
veces que el animal introducia la
cabeza en los orificios (dips) con un
programa estandar de Cibertec,
S.A., Madrid. Espafia.

Test de suspension de la cola (tail suspension; modelo de
anhedonia conductual, sintomatologia depresion).

El modelo ofrece una medida de desanimo/indefension
conductual del animal, conducta que se relacionan con sintomas
asociados a la depresidon. Se asume que cambios en el tiempo de
inmovilidad se relacionan con cambios en el estado de animo (Cryan y
cols., 2005), indicativas de trastorno psiquiatrico (Ortega-Alvaro y
cols., 2011).

Utilizando un adhesivo de 1 cm, se
suspendia a cada raton por la punta de la cola a
50cm encima de una mesa de laboratorio durante
6 minutos. El registro de la actividad del animal
cuando estaba suspendido por la cola se realiza
mediante la grabacion de la prueba con
videocdmara, utilizando el programa “raton-
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time” para su posterior valoracion (Raton Time 1.0, Fixma, S.L.,
Valencia, Espafia).

Test del campo abierto (open field test; modelo de actividad
motora).

La prueba de campo abierto se utiliza para evaluar la ansiedad y
la unidad de exploracion. Se basa en la tendencia natural de un animal
para explorar un ambiente desconocido y la reaccion de evitacion para
protegerse, lo que hace que los animales normales pasen méas tiempo
en las esquinas y en la periferia pegado a las paredes de la caja que en
el centro (la zona mas ansiogena).

El campo abierto consistia en un &rea
cuadrada (60 x 60 cm2) hecha de un tablero
de pléstico de policloruro blanco con paredes
de 40 cm de altura. La caja estaba enfocada
por una camara de la ethovision
(EthoVision XT video tracking
software), colocada a 90 cm por
encima del &rea, que realizaba un
seguimiento por video de cada ratén
para registrar la actividad y el
movimiento del animal. Ademas el
experimentador observaba
directamente el campo abierto,
fijAndose en el comportamiento del animal. La prueba duraba 10
minutos y por lo general, se obtenian dos medidas: el total de la
distancia recorrida, considerada como la actividad locomotriz
espontanea del animal, y el tiempo de permanencia en el area central
de la caja. Si tenemos en cuenta que el area central de la caja resulta
mas amenazante que la periferia (zona pegada a las paredes de la
caja), esta medida es por tanto considerada una medida de ansiedad.
Sin embargo, se pueden recoger otras medidas con esta prueba, tales
como la frecuencia de veces que el animal visita el area central o

~ 124 ~



Estudio 2. Perfil Conductual

centro del campo abierto, y la latencia de tiempo en visitar por
primera vez el centro (Rejon-Orantes y cols., 2011).

Condicionamiento de evitacién inhibitoria o pasiva (test de
aprendizaje y memoria emocional).

Se utilizaron dos cajas de condicionamiento de evitacion
inhibitoria, también llamada de evitacion pasiva, para ratones (UGO
BASILE, Comerio-Varese, Italia). El sistema constaba de la caja de
evitacion inhibitoria y de un
controlador o interface. En el
panel frontal del controlador se
seleccionaba de forma manual los
pardmetros del procedimiento:
periodo de adaptacion  (en
segundos), intensidad del shock
eléctrico (en mA), asi como su
duracion y la duracion total del ensayo (en segundos). La caja de
evitacion pasiva consistia en una caja de metacrilato dividida en dos
compartimentos de iguales dimensiones (15x9.5x16.5 cm3), uno
blanco e iluminado por una bombilla de 24v-10W situada en el techo,
y otro negro y oscuro. Ambos compartimentos estaban comunicados
por una apertura central automatizada. El suelo de la caja estaba
compuesta por 48 barras finas y pequefias de acero inoxidable de 0.7
mm de diametro, separadas entre si por 0.8 mm. El controlador media
la latencia de cruce de un compartimento a otro, asi como la apertura 'y
el cierre automatico de la puerta que comunica los dos
compartimentos de la caja (Navarro-Francés y Arenas, 2014).

Reconocimiento del objeto novedoso (test de aprendizaje y
memoria relacional y perceptiva).

Con esta tarea se pretendié evaluar la memoria y el aprendizaje
mediante el reconocimiento del objeto novedoso, en concreto, el
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aprendizaje relacional y perceptivo (Antunes y Biala, 2012) de los
animales.

El material consistia en 4 cubetas
cuadradas (24x24 cm) y dos tipos de objetos de
igual tamafo, textura, color y forma, en
concreto utilizamos dos piedras redondas.
Ademas se utilizd6 también un gogo de
diferente tamafio, textura, color y forma a las
piedras y cuatro cubos de plastico mas (24x24
cm). El registro se realizé con videocamara y
programa de analisis Raton Time.

Interaccién social con un oponente anosmiado (conductas tipicas
de la especie).

Para esta prueba utilizamos 4 cajas de metacrilato transparente
(60x30x36¢cm) con el suelo lleno de viruta y un separador opaco. Y
para el registro utilizamos 2 videocamaras para analizar
posteriormente a cada ratdn con el programa Raton Time.

ERAT N S T AN S ST

Laberinto de Hebb-Williams (test de memoria espacial).

El laberinto Hebb-Williams fue desarrollado en 1946, como una
prueba para medir “inteligencia animal” que podria compararse, de
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forma abstracta, a los test de inteligencia en humanos. En la version
original de este laberinto, los animales son entrenados en un conjunto
de 6 problemas hasta que llegan a un criterio de adquisicion y
posteriormente son enfrentados a una serie de 12 problemas. Para
resolver el laberinto se requiere el uso de la memoria a largo plazo y
de la memoria de trabajo. La posicion del laberinto dentro de la
habitacion y la localizacion de los compartimentos de salida y meta
permanecen constantes a lo largo de los 12 problemas (memoria a
largo plazo), mientras que la localizacion de las barreras internas
permanece constante en cada problema pero cambia con las diferentes
configuraciones diarias (memoria de trabajo). Ademas de estudiar
estos dos componentes de la memoria, la utilizacion del laberinto
Hebb-Williams tiene otras ventajas ya que consta de problemas de
diferente dificultad (baja, intermedia y alta). De esta manera, los
animales pueden no mostrar déficits en los problemas de aprendizaje,
pero si pueden empeorar la ejecucion cuando aumenta la dificultad de
los problemas (Stanford y Brown, 2003). Ademas, el analisis 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 anélisis de las capacidades de aprendizaje
(Pefia, 2007).

Por ello, a través del laberinto Hebb-Williams puede obtenerse
una gran cantidad de informacion acerca del curso del aprendizaje de
un roedor, habiendo mostrado su utilidad, entre otras cosas, a la hora
de (a) investigar los efectos del enriquecimiento ambiental vy
diferenciar a los animales enriquecidos de los aislados (Pefia, 2007),
(b) para evaluar la recuperacion del aprendizaje después de lesiones
limbicas en ratones (Meunier y cols., 1986) (c) para diferenciar el tipo
de aprendizaje segun el sexo y/o la especie animal (Stanford y Brown,
2003) o (d) evaluar el efecto de farmacos sobre el aprendizaje y
conducta en ratones (Vidal-Infer y cols., 2012b). Este laberinto
también se ha utilizado previamente para conocer los efectos de
lesiones en el hipocampo, implicado en la memoria espacial (Kimble,
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1963), para diferenciar el tipo de aprendizaje segln la especie animal
(Livesey, 1966) o evaluar el efecto de farmacos sobre el aprendizaje y
conducta en ratones (Vidal-Infer y cols., 2012b).

Las pruebas se estructuran en un total de 8 dias, de los cuales
los 3 primeros son considerados de prueba, y los 5 siguientes los
componen los 5 laberintos de test (1, 3, 4, 5 y 8). Cada dia se
administra un laberinto diferente siguiendo un orden establecido (ver
Figura 5).

Dial Campo sin
barreras

Laberinto 5 -
Dia5 Reas)
5

Dia 6 NEElEI gl
(facil)

Dia2 Pruebal.
Problema A

DIEWA Laberinto 4
(facil)

Dia3 Prueba 2.
Problema D

DIERN Laberinto 8
(dificil)

Dia4 Laberinto 1
(facil)

iz U] I

Figura 5. Configuracion laberintos utilizados en este estudio
segun clasificacion de Stanford y Brown (2003).

El laberinto que utilizamos en nuestro trabajo estdba hecho de
plexiglas negro con unas medidas de 60x60x10cm y con una tapa
transparente que permitia ver el interior del laberinto. El suelo tenia
lineas blancas que marcan la division del laberinto en 36 cuadrantes
de 10 x 10 cm. Ademas contenia dos cajas rectangulares situadas
diagonalmente opuestas en las esquinas del laberinto que servian de
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entrada y salida o meta (ambas de
14x9 cm). Varias estructuras
rectangulares (10x2.5 cm) de
diferente longitud se fijaban con
tornillos a la tapa, conformando 12
recorridos de diferente dificultad.

V Vs
%

El laberinto contenia agua fria a poca profundidad, ya que los
animales podian desplazarse por el laberinto sin tener que nadar
(15°C, 3.5 cm de alto) y en la caja de meta se colocaba un trozo de
papel a modo de lecho seco. Este aparato permite el estudio de los
procesos cognitivos de la memoria espacial y la motivacién escapar
del agua fria con el registro de latencia de llegada y errores por el
observador.

Otros aparatos.

La camara de video utilizada fue una Hitachi DVD Video
Camera/Recorder, Japan, para grabar a los animales en la tarea de la
suspension de la cola. Y posteriormente las conductas fueron
analizadas mediante el programa informatico Raton Time 1.0 (Fixma,
S.L., Valencia, Espafia).

También utilizamos la cdmara Ethovison (EthoVision XT video
tracking software), para grabar las conductas de los animales cuando
realizaban el test del laberinto elevado en cruz y el test del campo
abierto.

8.2. Procedimiento.

Tras el periodo de adaptacién al animalario, los animales fueron
pesados e identificados con una pintura inocua e indeleble, los machos
fueron pintados de azul y las hembras de morado (PND 49-50) en
todos los experimentos de este estudio.
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El estudio se inicié con la prueba de la IPP, seguida del test del
laberinto elevado en cruz, luego realizamos el test de la preferencia
por la novedad y concluyé con el test de suspension de la cola
(Experimento 4).

A continuacién repetimos la prueba de la IPP a un nuevo grupo
de animales, seguida del test del campo abierto y finalizando con la
prueba del condicionamiento de evitacién inhibitoria o pasiva
(Experimento 5).

En Gltimo lugar realizamos el Experimento 6, empezamos con
la prueba de la de la IPP con otro grupo de animales, a continuacién
realizamos el test del reconocimiento del objeto, seguido del test de la
interaccion social y finalizando con la prueba del laberinto Hebb
Wiliams (ver esquema del procedimiento experimental 2 en la pagina
121).

Después de llevar a cabo cada uno de los ensayos y de las
pruebas, todos los aparatos se limpiaban con 70% de alcohol disuelto
en agua entre un animal y el siguiente.

8.2.1. Procedimiento del Experimento 4: IPP, laberinto
elevado en cruz, test de suspension de la cola y prueba de la
preferencia por la novedad.

Inhibicién pre-pulso.

La IPP se realizé con el mismo procedimiento mostrado en el
Estudio 1 (PND 51-56).

Laberinto elevado en cruz.

Transcurridos dos dias desde la prueba de la IPP realizamos el
test del laberinto elevado en cruz en dos dias consecutivos (PND 58-
59). La prueba comenzo adaptando a los animales a la sala
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experimental débilmente iluminada durante 1 h, se colocaba cada
animal en la plataforma central de cara a un brazo abierto y se les
permitia explorar durante 5 min. El laberinto se limpiaba con algodon
empapado en una solucion de suero fisiologico y alcohol al 7%
después de cada ensayo. Las medidas que se obtuvieron fueron:
tiempo, porcentaje y nimero de entradas en brazos abiertos, en brazos
cerrados, latencia de entrada en brazos abiertos y la distancia
recorrida. Las medidas registradas que se relacionan con la ansiedad
eran el porcentaje de tiempo que los ratones pasaban en los brazos
abiertos [(tiempo abierto/tiempo abierto+cerrado) x 100] y el
porcentaje de entradas en los brazos abiertos [(n° entradas abierto/n°
entradas abierto+cerrado) x 100], mientras que la distancia recorrida
se relacionaba con la actividad motora.

Test del hole-board.

A continuacion, con PND 60 comenzaba el test del hole-board
con la colocacion de cada animal en el aparato (siempre en el mismo
lateral) permitiéndole explorar libremente durante 10 minutos. Se
registraba el numero de bolos y de dips (introducir el hocico en uno de
los agujeros del aparato) que realizaba cada animal. Esta medida se
considera un indice de conducta exploratoria en un ambiente
novedoso. La sala experimental estaba iluminada con una luz tenue
(15w). Estudios anteriores en nuestro laboratorio han mostrado que la
conducta mostrada por los ratones en el test del hole-board,
cuantificada con el nimero de dips que realizan, es una buena medida
para distinguir entre altos- y bajos-NS en animales (Vidal-Infer y
cols., 2012a).

Test de suspension de la cola.

Al dia siguiente de realizar el test del hole-board evaluamos a
este grupo de animales en la Gltima prueba del experimento 5 con el
Test de la suspension de la cola (PND 61). La prueba consistia en
registrar el tiempo que el animal estaba totalmente inactivo durante 6
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minutos mientras permanecia suspendido de la cola. Para ello se
utilizaba un adhesivo de 1 cm con el que se suspendia a cada ratén por
la punta de la cola a 50cm encima de una mesa de laboratorio durante
6 minutos. El registro de la actividad del animal cuando estaba
suspendido por la cola se realizaba mediante la grabacion de la prueba
con videocamara, valorandose posteriormente utilizando el programa
Raton Time (Raton Time 1.0, Fixma, S.L., Valencia, Espafa)

Se obtienen dos medidas: a) tiempo en inmovilidad b) latencia
de tiempo en inmovilidad

8.2.2.Procedimiento del Experimento 5: IPP, test del campo
abierto y test de la evitacion pasiva.

Inhibicion pre-pulso.

La IPP se realiz6 con el mismo procedimiento mostrado en el
Estudio 1 (PND 51-56).

Test de campo abierto.

A los cuatro dias de realizar la prueba de la IPP comenz6 el test
del campo abierto (PND 60-61). Todos los animales tuvieron que
realizar la misma prueba solo una vez, pero se dividié la muestra en
dos, contrabalanceando los grupos para realizar el total de tests en dos
dias. Para comenzar, se colocaba a cada animal dentro del area de la
caja durante 10 minutos pulsando el play, quedando grabada la prueba
por Ethovision, donde el ordenador registraba las siguientes
conductas: distancia total recorrida (cm), tiempo total en el centro
(seg), frecuencia en visitar el centro y la latencia de entrar en el centro

(seq).
Condicionamiento de evitacion inhibitoria o evitacion pasiva.

Después de realizar la prueba del campo abierto procedimos a
realizar la prueba de evitacion pasiva (PND 74). El primer dia de
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entrenamiento se siguid el siguiente protocolo: la sesion de
entrenamiento o training se iniciaba con un periodo de adaptacion al
compartimento con luz blanca de 60 segundos y durante este periodo
la puerta que separaba ambos compartimentos permanecia cerrada,
mientras la luz del laboratorio estaba apagada. Transcurrido este
tiempo, la puerta se abria automaticamente. Cuando el animal cruzaba
al compartimento con luz oscura, la puerta se cerraba y el animal
recibia una descarga de 0.5 mA durante 3 seg. El tiempo de latencia
de cruce al compartimiento se registraba en la interface. El ensayo
terminaba e inmediatamente después el animal era devuelto a su jaula
(Navarro-Francés y Arenas, 2014).

Transcurridas 24 horas desde la sesion de adquisicion o training,
cada animal fue expuesto a la misma tarea. Esta fase denominada
retencion o test pretendia evaluar el aprendizaje y el recuerdo del
estimulo aversivo. Para ello, cada raton era nuevamente colocado en el
compartimento iluminado permaneciendo alli durante un periodo de
adaptacion de 60 segundos, tras los cuales la puerta se abria
automaticamente proporcionando acceso el animal a entrar al
compartimento negro. El tiempo de Ilatencia de cruce al
compartimiento se registraba en la interface. A diferencia de la fase de
training, el animal no recibia la descarga cuando cruzaba al
compartimento negro. Si transcurridos los 5 minutos del ensayo el
animal no cruzaba, se le devolvia a su jaula. Dos dias después
(transcurridas 72 h), comenzoé la fase de evaluacion del recuerdo. Se
trataba de evaluar si el animal recordaba la conducta condicionada en
la fase de adquisicion producida por la asociacion que se habia creado
entre el compartimento negro y el estimulo aversivo, en el caso que
nos atafie, la descarga eléctrica. El protocolo fue el mismo que el
descrito en el test de retencion a las 24 h, y se repitidé una nueva fase
de evaluacion del recuerdo del castigo a la semana [PND 74
(training); 75 (test 24h); 77 (test 72h); 82 (test semana)].

~133 ~



Estudio 2. Perfil Conductual

8.2.3.Procedimiento del Experimento 6: IPP, reconocimiento
de objeto, interaccion social y Hebb Williams.

Inhibicion Pre-pulso.

La IPP se realiz6 con el mismo procedimiento mostrado en el
Estudio 1 (PND 51-56).

Reconocimiento del Objeto Novedoso.

A los dos dias de realizar el test de IPP procedimos a evaluar a
los animales de este experimento 6 en el test de reconocimiento del
objeto novedoso (PND 57-58). El procedimiento seguido en nuestro
experimento para realizar este test es el descrito previamente por
Pascual y cols.,, (2011), y consiste en tres fases: habituacion,
entrenamiento o training y test. En la fase de habituacion se colocaba
a cada animal en una de las cubetas para que explorase durante 5
minutos con el fin de que conociese el lugar al dia siguiente y no le
resultase novedoso. Al dia siguiente se procedi6 a realizar la fase de
entrenamiento, el animal se colocaba en la cubeta la cual contenia dos
objetos iguales colocados en medio de la caja dejando al animal
explorar durante 3 minutos. Después de sacar al animal de la cubeta
durante 1 minuto para que retuviese lo aprendido en la fase de
entrenamiento, volviamos a introducirlo 3 minutos mas en la cubeta
para realizar el test. En esta fase, uno de los objetos era el mismo que
en la fase de entrenamiento pero el otro era un objeto nuevo. La
exploracién del objeto fue definida como la orientacion del hocico del
animal a 2cm o menos hacia el objeto. Se contabilizaba la latencia de
contacto, tiempo y numero de exploraciones realizadas al objeto
novedoso y al objeto conocido. Ademas se utilizaron varias férmulas
como:

- Indice de discriminacion del tiempo explorando el objeto
novedoso (IDT) y del nimero de aproximaciones al objeto novedoso
(IDA) [IDT = (tnovel -tfamiliar)/(tnovel + tfamiliar) x 100%]; [IDA =
(anovel -afamiliar)/(anovel + afamiliar) x 100%].
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- Tiempo de exploracion total (E2T) y del ndmero de
aproximaciones totales (E2A) de los dos objetos (E2T =
tnovel+tfamiliar); (E2A = anovel+afamiliar).

Interaccion social con un oponente anosmiado.

Al dia siguiente de realizar el test del reconocimiento del objeto
novedoso procedimos a evaluar a los animales en el test de la
interaccion social (PND 59). El test consistia en el encuentro durante
10 minutos entre un raton experimental y un oponente andsmico.
Utilizando un separador opaco se permitia un minuto de habituacion
individual de los animales a la caja de metacrilato con viruta,
transcurrido el cual, se retiraba y comenzaba el encuentro agonistico
con el coespecifico. Se analizaba el tiempo que los animales
dedicaban a cada una de las diferentes categorias conductuales:
exploracion social y no social, aseo, escarbar, conducta sexual,
exploracion a distancia, amenaza, ataque, huida, defensa e
inmovilidad. Técnica etofarmacoldgica de evaluacion descrita en
Martinez y cols., (1991) y en Rodriguez-Arias y cols., (1998). Para
realizar esta prueba es necesario que los oponentes produzcan
respuestas tipicas de especie pero no realicen conductas de amenaza o
ataque al ratén experimental, para ello se les eliminaba temporalmente
el olfato anosmiando 20 horas antes de la prueba al raton oponente
con un lavado intranasal con solucion de sulfato de zinc al 4%
utilizando una y jeringuilla de punta roma (Smoothy y cols., 1986). El
sulfato de zinc les produce una anosmia transitoria y no perciben una
feromona presente en la orina de su oponente, que en condiciones
normales es una sefial que induce un aumento de la conducta agresiva
en los ratones (Mugford y Nowell, 1970; Brain, 1981). Ademas todos
los encuentros se grababan para el posterior analisis con dos video
camaras y el programa Raton time. Las distintas conductas analizadas
eran las siguientes (adaptado de Martinez y cols., 1991):
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CUIDADO CORPORAL

1.- Aseo abreviado: El animal pasa las patas delanteras desde la
parte posterior de la cabeza hasta la nariz, una sola vez.

2.- Autoaseo: El animal se lame el pelo del cuerpo.

3.- Lavado: El animal se lame las patas delanteras y a
continuacion las pasa desde las orejas a la nariz.

4.- Rascarse: El animal se rasca con las patas traseras los flancos
y la cabeza.

ESCARBAR
5.- Escarbar: El animal tira el serrin hacia atras con las patas
delanteras.

6.- Escarbar hacia atras: El animal tira el serrin hacia atras con
las patas traseras.

7.- Escarbar hacia delante: El animal tira el serrin hacia delante
con las patas delanteras.

EXPLORACION NO SOCIAL

8.- Deambulacién: El animal deambula dirigiendo su atencion
hacia el ambiente y no hacia el oponente.
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9.- Salto: El animal salta con las cuatro patas.
10.- Erguido: El animal explora el ambiente en postura bipeda.

11.- Erguido contra la pared: Postura similar a "erguido",
excepto que apoya las patas delanteras en la pared de la jaula.

12.- Qjear: El animal apoyado sobre las cuatro patas, mueve la
cabeza de un lado a otro, dirigiendo su atencion al ambiente y no hacia
el oponente.

EXPLORACION DESDE UNA DISTANCIA

13.- Aproximacion: El animal deambula hacia el oponente.
14.- Atencion: El animal dirige su atencion hacia el oponente.

15.- Atencion extremada: Actividad similar a "atencion™, con la
particularidad de que el animal se inclina hacia delante estirando la
cabezay el cuello.

16.- Ida y vuelta: EIl animal se acerca y se aleja del oponente sin
pausa en la deambulacion.

17.- Cabeza orientada: El animal gira la cabeza hacia el
oponente.
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INVESTIGACION SOCIAL

18.- Pasar por encima: El animal pasa por encima del oponente.

19.- Pasar por debajo: El animal mete la cabeza y parte anterior
del cuerpo debajo del oponente.

20.- Rodeo: El animal se mueve alrededor del oponente
dirigiendo su atencion hacia éste.

21.- Seguimiento: EI animal deambula tras el oponente que se
aleja.

22.- Empujando: El animal se mueve en estrecho contacto
lateral con el oponente.

23.- Aseo corporal: El animal lame al oponente en alguna region
del cuerpo, excepto en la cabeza.

24.- Aseo de la cabeza: El animal lame la cabeza del oponente.

25.- Olfateo corporal: El animal olfatea alguna regién del cuerpo
del oponente, excepto la cabeza.

26.- Olfateo de la nariz: El animal olfatea la nariz del oponente.

27.- Olfateo ano-genital: EI animal olfatea la regién ano-genital

del oponente.
sy ey C° -
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AMENAZA

28.- Aseo agresivo: El animal lame al oponente, desde una
posicion lateral, con los dientes y patas delanteras.

29.- Ofensa vertical: El animal, en bipedestacién, con el lomo
encorvado e inclinado hacia el oponente, presenta los 0jos
entreabiertos y las orejas gachas.

30.- Ofensa lateral: El animal, apoyado en tres patas, se sitla
lateralmente al oponente, presenta los o0jos entreabiertos y las orejas
gachas.

31.- Golpeteo con el rabo: El animal realiza répidos
movimientos del rabo.
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ATAQUE

32.- Ataque mordaz: El animal muerde al oponente.
33.- Persecucion: El animal corre detras del oponente que huye.

34.- Carga: El animal se dirige corriendo hacia el oponente.
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EVITACION Y HUIDA

35.- Alejamiento: El animal deambula alejandose del oponente.
36.- Retirada: El animal corre alejdndose del oponente.
37- Salto: El animal salta al acercarse el oponente.

38.- Salto junto a la pared: El animal salta apoyandose en las
paredes de la jaula.

39.- Sobresalto: El animal realiza un subito movimiento al
acercarse el oponente.

40.- Acorralado contra la pared: El animal, en posicion bipeda,
se aprieta contra la pared de la jaula extendiendo los miembros
delanteros.

41.- Giro de la cabeza: El animal retira rapidamente la cabeza
para evitar al oponente.
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42.- Retroceso: El animal se vuelve de espaldas al acercarse el

35

oponente.

DEFENSA/SUMISION

43.- Defensa lateral: ElI animal se apoya sobre tres patas y se
sitta lateralmente con respecto al oponente. Los ojos abiertos y las
orejas extendidas.

44.- Defensa vertical: El animal adopta una posicion bipeda con
respecto al oponente, con los ojos abiertos y las orejas extendidas.

45.- Sumision vertical: Una forma extrema de "defensa vertical™
en la que el animal estira la cabeza hacia atras, con las patas delanteras
rigidas y ampliamente extendidas
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CONDUCTA SEXUAL
46.- Intento de monta: El animal intenta montar dorsalmente al
oponente.

47.- Monta: El animal encima del oponente, agarrado a los
flancos de éste, realiza movimientos pélvicos.

INMOVILIDAD
48.- Agachado: El animal permanece en completa inmovilidad,
con las cuatro patas apoyadas en el suelo.

49.- Arrastrarse: Postura similar a la anterior. En este caso el
animal se arrastra lejos del oponente

~142 ~



Estudio 2. Perfil Conductual

Laberinto Hebb-Williams.

Tras haber finalizado la prueba de la interaccion social se
procedi6 a realizar el laberinto Hebb-
Williams en dos tandas diferentes de animales
puesto que la prueba era excesivamente larga
para poder evaluar a todos los animales en un
dia (PND 103-110; PND 134-141). Ademas,
decidimos seleccionar solo a 12 animales de
cada grupo de IPP y sexo para tener un
numero igual de animales en cada tanda
(elegidos del total de animales que realizaron
la IPP del Experimento 6). Después de
seleccionar a los animales comprobamos con
un nuevo analisis de k medias (cluster) que las diferencias en la IPP
entre los grupos se mantenian.

El primer dia se realizaba un periodo de habituacion al laberinto
0 prueba de campo sin barreras, permitiendo al animal explorar sin
agua y sin barreras. En la prueba de campo sin barreras solo se
realizaba un ensayo, que finalizaba con la salida del animal por el
compartimento de meta o transcurridos 5 minutos.

Los dos siguientes dias se realizaban dos laberintos de prueba
con agua y sin zonas de error. En estos laberintos se realizaban 4
ensayos por dia con un maximo de 5 minutos por ensayo. El objetivo
de estos 3 dias de prueba era que el animal se adaptase y habituase a
esta rutina diaria, y estableciera el habito de ir hacia la meta sin
entretenerse explorando.

Tras realizar la habituacion en campo abierto y los dos dias de
prueba se procedio a realizar 5 dias con laberintos de test, compuestos
por 8 ensayos cada dia con un maximo de 5 minutos por ensayo. Si un
raton realizaba 3 ensayos seguidos sin salir del laberinto finalizaba la
prueba y no participaba més en el laberinto de ese dia. A lo largo de
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los 5 dias se alternaban laberintos faciles y dificiles segun la
clasificacion de Stamford y Brown (2003). Los laberintos 1, 3 y 4 son
considerados como faciles y los 5 y 8 como dificiles. El tiempo se
controlaba con un cronometro, que comenzaba la cuenta cuando el
animal ponia las 4 patas fuera del compartimento de salida y
cerrandose tras él la puerta de la salida para impedir que volviese a
entrar. La puerta del compartimento de meta se mantenia abierta
durante todo el ensayo. Se consideraba que el animal entraba en una
zona de error cuando ponia las 4 patas sobre ella y solo se
contabilizaba el numero de entradas en las zonas de error. La zona 1
se encontraba proxima al camino principal; sin embargo, la zona 2 era
la més alejada y el ratdn debia pasar previamente por la zona 1 para
acceder a la zona 2. Existian dos zonas de error en todos los laberintos
salvo en el 5, en el que habia 3 zonas de error.

En el transcurso de todos los ensayos se registraron tanto la
latencia de llegada a la meta como el nimero de entradas en cada zona
de error. Las medidas utilizadas fueron: latencia de llegada a la meta
en cada laberinto (suma de los 8 ensayos: tiempo total), latencia de
llegada a meta en cada ensayo de cada laberinto, nimero total de
errores en cada laberinto, numero de errores por ensayo y el criterio de
adquisicion. El criterio de adquisicion supone que un animal ha
aprendido el recorrido del laberinto correspondiente cuando realiza
dos ensayos seguidos en menos de 60 segundos.

8.3. Andlisis Estadisticos.

El andlisis de los resultados de la IPP se realizd con los datos
obtenidos del Bloque 1l en la tercera fase. Los datos fueron ordenados
segun el tipo de ensayo (p.ej. exportando los datos relevantes en
columnas de Excel y clasificando cada columna por la intensidad y
duracion ITI de cada pre-pulso). Luego se realizé el promedio de los
diez resultados por tipo de ensayo y el resultado de los ensayos
ordenados por pre-pulso se dividid por el resultado obtenido sin el

~ 144 ~



Estudio 2. Perfil Conductual

pre-pulso (pulso solo) y multiplicado por 100. Este resultado nos
indicaba la cantidad de sobresalto restante (porcentaje de sobresalto
base) bajo diferentes tipos de pre-pulso para cada animal, donde el
sobresalto basal (pulso solo) era el 100%. Este calculo nos permitid
conocer el porcentaje de IPP (%IPP) de la respuesta de sobresalto de
cada animal.

%IPP= 100-(100*PRE-PULSO+PULSO SOLO/PULSO SOLO)

Para la distribucion de los animales dentro de cada sexo segun
fuese su mayor o menor IPP, realizamos un andlisis de conglomerados
de K medias (cluster) utilizando el promedio del porcentaje de los 4
resultados obtenidos en la IPP (%IPP) de cada animal, con el fin de
dividir a los animales en altos o bajos inhibidores (Navarro-Francés
and Arenas, 2014), es decir, aquellos que tenian un mayor o un menor
%IPP segun el resultado obtenido en el promedio del porcentaje de las
4 medidas de IPP. El centro de los grupos o clusters se calculé por
separado segun el sexo, con el proposito de conseguir una distribucion
igual en machos y hembras de cada grupo de IPP.

Realizamos un ANOVA de un factor (Sexo) con la variable
dependiente (%IPP) para comprobar si habia diferencias entre los
sexos en la IPP en cada Experimento.

Para conocer si existian diferencias en el nivel de ansiedad y la
actividad motora de los animales realizamos una ANOVA de cada
medida registrada en Laberinto elevado en cruz. Con dos variables
enter: Sexo (machos y hembras) e IPP (mayor y menor); y las
variables dependientes (porcentaje de tiempo en brazos abiertos
(%TBA), porcentaje de entradas en brazos abiertos (%EntraBA) y
distancia recorrida).

Asi mismo, analizamos los datos obtenidos en la prueba de la
preferencia por la novedad (hole-board) para comprobar si existian
diferencias entre los grupos de animales. Con este propdsito
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realizamos una ANOVA con las variables enter: Sexo (machos y
hembras) e IPP (mayor y menor); y la variables dependientes (latencia
del primer dip, numero de dips y nimero de bolos).

Analizamos los datos obtenidos en el test de la suspension de la
cola (tail suspension) para conocer si existian diferencias en el grado
de indefension (variable relacionada con la depresion) de los animales.
Realizamos una ANOVA con las variables enter: Sexo (machos y
hembras) e IPP (mayor y menor IPP); y la variables dependientes
(latencia del primer momento de inmovilidad y tiempo de inmovilidad
total).

Con el fin de conocer la memoria de los animales a un evento
aversivo analizamos los resultados de la prueba de condicionamiento
de evitacion inhibitoria. Para ello, realizamos una ANOVA de
medidas repetidas con las variables enter: Sexo (machos y hembras) e
IPP (mayor y menor); y la variable intra: Sesiones-evitacion (con 4
niveles: training, test 24h, test 72h y test semana) y (con 3 niveles:
training, test 24h, y test semana) al no observar diferencias entre las
sesiones test 24h y test 72h, se decidio6 eliminar esta segunda sesion.

De igual forma, para conocer si existian diferencias en el nivel
de actividad motora y del nivel de ansiedad de los animales se realiz6
una ANOVA para cada medida registrada en la prueba del campo
abierto (distancia recorrida, tiempo total en el centro, frecuencia en
visitar el centro y latencia en visitar por primera vez el centro) con las
variables enter: Sexo (machos y hembras) e IPP (mayor y menor IPP).

Con el objetivo de conocer las posibles diferencias en el
reconocimiento del objeto novedoso, realizamos un ANOVA para
cada una de las medidas registradas: Indice de discriminacion del
tiempo (IDT) y del nimero de aproximaciones (IDA) al objeto
novedoso; E2 del tiempo (E2T) y del nimero de aproximaciones
(E2A), explorando en conjunto los dos objetos (el total de
exploracion). Con dos factores entre: “IPP” con dos niveles (mayor,
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menor) y “Sexo” con dos niveles (macho y hembra) en cada uno de
ellos.

Para conocer si existian diferencias en las conductas
espontaneas realizadas en la prueba de la interaccion social realizamos
un analisis de todas las conductas valoradas en dicha prueba. Para ello
realizamos tres ANOVAs diferentes, uno del tiempo de cada conducta
registrada, otro de las concurrencias y otro de la primera latencia con
dos factores entre: “IPP” con dos niveles (mayor, menor) y “Sexo”
con dos niveles (macho y hembra) en cada uno de ellos.

Antes de efectuar los analisis del laberinto Hebb-Williams,
realizamos un analisis de conglomerados de K medias (cluster)
empleando la media del porcentaje de los 4 resultados obtenidos en la
IPP (%IPP) de los 12 animales por grupo seleccionados para esta
prueba del total de animales que realizaron la IPP del Experimento 6.

Los datos registrados en la prueba del laberinto Hebb-Williams
también fueron analizados a través de analisis de varianza ANOVA de
medidas repetidas con dos variables enter: Sexo (con dos niveles:
machos, hembras) e IPP (con dos niveles: mayor, menor) y una
variable intra: Laberintos (con cinco niveles, coincidentes con los
cinco laberintos: laberinto 1, laberinto 5, laberinto 3, laberinto 4,
laberinto 8) en una ANOVA vy Dificultad del laberinto (con dos
niveles: facil, dificil) en la segunda ANOVA.

Se realiz6 un ANOVA para cada medida registrada en el
laberinto Hebb-Williams (tiempo total de ejecucion en cada laberinto,
namero de errores cometidos en cada laberinto y criterio de
adquisicion), tanto en funcion de cada laberinto (variable intra
Laberintos) como en funcion de la dificultad de los mismos (variable
intra Dificultad laberintos).
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Para realizar las comparaciones post-hoc se utiliz6 la prueba de
Bonferroni. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el
programa estadistico SPSS (IBM SPSS Statistics version 19).

8.4. Resultados.

8.4.1.Resultados Experimento 4: IPP, laberinto elevado en

cruz, test de suspension de la cola y prueba de la preferencia por
la novedad.

Resultados en la IPP.

La distribucién significativa de los cuatro grupos de animales
con el andlisis de conglomerado de K medias segun la media del
porcentaje de los 4 resultados obtenidos en la IPP se pueden observar
en la Tabla 6. Machos: [F(1,17)=22.023; p<0.0001]; Hembras:
[F(1,22)=36.202; p<0.0001] (ver Gréaficas 18 y 19).

40 Media del % IPP

20

& Kk %k

é 4 %k %

© I -2,67

'§‘ 0 | 1 | T

5

(&)

;5_ Machos Hembras Machos Hembras
-20 Mavyor % IPP Menor % IPP

Gréfica 18. Distribucion de la muestra segun %IPP (cluster).
*** p<0.0001 Mayor %IPP vs. Menor %IPP.
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Media de Respuestas de sobresalto (4)
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Graéfica 19. Distribucion de la muestra segin %IPP (cluster) de
las 4 respuestas de sobresalto utilizadas en la prueba. *** p<0.0001
Mayor %IPP vs. Menor %IPP.

El resultado de la distribucion de los animales segin su IPP
realizada con el cluster se muestra en la Tabla 6.

EXPERIMENTO 4

Sexo Machos Hembras
2ol Mayor Menor Mayor Menor

11 8 15 9
26 4 28 -3

Tabla 6. Distribucion de los animales segun su IPP (Cluster).

El andlisis de la ANOVA de un factor (Sexo) con la variable
dependiente porcentaje de IPP revel6 que no existian diferencias de
sexo en la IPP [F(1,41)<1; n.s.].
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Resultados Laberinto elevado en cruz.

El ANOVA realizado para conocer las posibles diferencias en el
porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (sin centro) como medida
de ansiedad mostré que ninguno de los grupos por Sexo y/o IPP se
diferenciaba estadisticamente. De hecho no encontramos diferencias
de Sexo [F(1,38)= 1.303; n.s], ni entre los niveles de IPP [F(1,38)=
0.177; n.s], ni entre la interaccién Sexo x IPP [F(1,38)=0.043; n.s].

Tampoco encontramos diferencias significativas al realizar el
ANOVA para saber si existian diferencias en el porcentaje de tiempo
en los brazos abiertos total (con centro): Sexo [F(1,38)= 0.019; n.s] ;
IPP [F(1,38)= 1.025; n.s]; Sexo x IPP [F(1,38)= 0.033; n.s].

El ANOVA del porcentaje de entradas en los brazos abiertos,
analizado también para conocer las posibles diferencias en el nivel de
ansiedad entre los grupos, no mostré ninguna diferencias significativa:
ni de Sexo [F(1,38)= 1.643; n.s], ni de IPP [F(1,38)= 0.023; n.s] y
tampoco en la interaccion Sexo x IPP [F(1,38)= 0.345; n.s].

Y finalmente, el ANOVA de la distancia recorrida realizado
para saber si existian diferencias en la actividad motora de los
animales no mostro diferencias en ninguna de las variables analizadas:
Sexo [F(1,38)= 0.892; n.s]; IPP [F(1,38)= 0.318; n.s]; Sexo x IPP
[F(1,38)=0.857; n.s].

Resultados test de suspension de la cola.

El ANOVA que realizamos para conocer si existian diferencias
en tiempo total de inmovilidad entre las diferentes condiciones revel6
que la interaccion Sexo x IPP es significativa [F(1,38)=4.391;
p<0.044]. En concreto, las hembras de menor IPP presentaron mas
tiempo total de inmovilidad que las hembras de mayor IPP (p<0.05).
(ver Gréfica 20).
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Graéfica 20. Diferencias en tiempo total de inmovilidad entre las
hembras de mayor y menor IPP. * p<0.05 vs. Mayor IPP.

También encontramos diferencias significativas en la
interaccion Sexo x IPP [F(1,38)= 4.907; p<0.034] al realizar el
ANOVA de la medida registrada latencia del primer momento de
inmovilidad. En este caso, encontramos diferencias de sexo entre los
animales de mayor IPP, los machos tuvieron una primera latencia
mucho menor que las hembras (p<0.030) (ver Gréfica 21).
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Machos Hembras
Graéfica 21. Diferencias en la Latencia del primer momento de

inmovilidad entre machos y hembras de mayor IPP. * p<0.05 vs.
Hembras Mayor IPP.
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Resultados prueba preferencia por la novedad.

El ANOVA que realizamos para conocer si el numero de dips
era estadisticamente significativo entre las variables analizadas mostré
que no existian diferencias entre ellas: Sexo [F(1,38)= 0.344; n.s]; IPP
[F(1,38)= 2.285; n.s]; Sexo x IPP [F(1,38)= 0.741; n.s].

Asi mismo, tampoco encontramos diferencias en el ANOVA de
la medida registrada “Latencia del primer dip” ni por Sexo [F(1,38)=
0.443; n.s], ni por IPP [F(1,38)= 0.229; n.s] y tampoco en la
interaccion Sexo x IPP [F(1,38)=1.834; n.s].

Y en altimo lugar, el ANOVA del nimero de bolos realizado
para saber si existian diferencias en el nivel de ansiedad de los
animales no mostré diferencias en ninguna de las variables analizadas:
Sexo [F(1,38)= 2.372; n.s]; IPP [F(1,38)= 0.066; n.s]; Sexo x IPP
[F(1,38)=0.157; n.s].

8.4.2. Resultados Experimento 5: IPP, campo abierto y
condicionamiento de evitacion inhibitoria.

Resultados en la IPP.

Se clasificaron en dos conglomerados de K medias (cluster) a
los ratones dentro de cada sexo utilizando la media del porcentaje de
los 4 resultados en la IPP (ver Tabla 7). Asi determinamos dos grupos,
los de mayor IPP y los de menor IPP, Machos: [F(1,28)=24.849;
p<0.0001]; Hembras: [F(1,20)=56.945; p<0.0001], para
posteriormente comparar el perfil de los animales segln fuese su IPP
(ver Gréficas 22 y 23).
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Grafica 22. Distribucion de la muestra segun %IPP (cluster).
*** p<0.0001 Mayor %IPP vs. Menor %IPP.
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Gréfica 23. Distribucion de la muestra segin %IPP (cluster) de
las 4 respuestas de sobresalto utilizadas en la prueba. *** p<0.0001
Mayor %IPP vs. Menor %IPP.
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El resultado de la distribucion de los animales segun su IPP
realizada con el cluster se muestra en la Tabla 7.

EXPERIMENTO 5

Sexo Machos Hembras
Mayor = Menor Mayor Menor
21 9 8 14
30 7 48 24

Tabla 7. Distribucion de los animales segun su IPP (Cluster).

Resultados del campo abierto.

El ANOVA realizado para conocer las posibles diferencias en la
distancia recorrida (medida de la actividad motora) de los animales
mostré una diferencia significativa entre sexos [F(1,48)=18.7828;
p<0.0001], evidenciando que los machos recorren una mayor distancia
que las hembras (ver Gréafica 24). Sin embargo, no encontramos
diferencias debidas a la IPP, ni en la interaccién de la IPP con el Sexo.

Distancia Recorrida

10000
8000 I
% %k %k
2 6000
g 4000 I
S 2000 1
c
[<B]
O 0+
Mayor IPP | Menor IPP | Mayor IPP | Menor IPP |
Machos Hembras

Grafica 24. Diferencias de sexo en la distancia recorrida en la
prueba del Campo Abierto. ***p<0.0001 vs. Machos.

~ 154 ~



Estudio 2. Perfil Conductual

El ANOVA realizado para el tiempo total en el centro
(segundos) mostro que existen diferencias significativas entre machos
y hembras [F(1,48)=8.091; p<0.007], pasando los machos mayor
tiempo total en el centro que las hembras. Por otro lado, no hay
diferencias debidas a la IPP, ni a la interaccion entre Sexo e IPP.

Aunque hemos comentado que la interaccion entre Sexo e IPP
no llegd a alcanzar la significacion, en la Grafica 25 se puede observar
que las diferencias entre machos y hembras, se deben a los animales
con menor IPP. De hecho, cuando se analizan las diferencias de Sexo
en cada grupo de IPP por separado, solo se observan diferencias
significativas entre los sexos en los animales de menor IPP
[F(1,48)=8.115; p<0.006] y no en los de mayor IPP [F(1,48)<2; n.s.].

Tiempo Total en el Centro

+++

60 - *hk
50 - I
40 -
530 -
» 20 -

10 -

Mayor IPP | Menor IPP | Mayor IPP | Menor IPP |

Machos Hembras |

Gréfica 25. Diferencias de sexo en el tiempo total que el animal
permanece en el centro del campo abierto. Diferencias entre el total de
machos vs. total de hembras (+++p<0.001 vs. Hembras) y segln su
IPP (***p<0.001 vs. Hembras de Menor IPP).
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De nuevo, al analizar el ANOVA de la medida “frecuencia en
visitar el centro”, aparecen diferencias significativas entre los sexos
[F(1,48)=8.307; p<0.006], siendo los machos quienes visitan mayor
nimero de veces el centro. También observamos diferencias
significativas debidas a la IPP [F(1,48)=5.672; p<0.021], siendo los
animales con menor IPP los que mas veces visitan el centro en
comparacion con los de mayor IPP. No se encuentran diferencias
significativas en la interaccion entre Sexo e IPP (F<2). Sin embargo,
al igual que anteriormente, cuando analizamos las diferencias de Sexo
en cada grupo de IPP, observamos que estas diferencias sélo se dan
entre los animales de menor IPP [F(1,48)=7.699; p<0.008], pero no
entre los ratones de mayor IPP [F(1,48)<2; n.s.] (ver Gréfica 26). De
igual manera, cuando evaluamos las diferencias entre los animales de
mayor y menor IPP dentro de cada sexo, observamos que las
diferencias significativas entre los grupos de animales de mayor y
menor IPP se debe a los machos [F(1,48)=7.584; p<0.008] ya que no
se observan en las hembras [F(1,48)<1; n.s.] (ver Gréfica 26).

Frecuencia en visitar el centro
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Mayor IPP | Menor IPP | Mayor IPP | Menor IPP |
Machos Hembras

Grafica 26. Frecuencia en visitar el centro del campo abierto
entre los diferentes sexos y segun su respuesta en la IPP. **p<0.01 vs.
Machos con Menor IPP.
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Ademés, el ANOVA realizado para conocer las posibles
diferencias en la latencia en visitar por primera vez el centro del
campo abierto nos muestra que Unicamente existen diferencias
significativas entre los animales segln presenten mayor o menor IPP
[F(1,48)=6.532; p<0.014], no aparece efecto alguno del Sexo (F<1) ni
de la interaccién entre Sexo e IPP (F<1), como ocurria en las medidas
anteriores. Sin embargo, si analizamos por separado los sexos,
comprobamos que las diferencias entre los grupos de mayor y menor
IPP son significativas en los machos [F(1,48)=6.725; p<0.013], pero
no llegan a serlo en las hembras [F(1,48)<2; n.s.] (ver Grafica 27).

Latencia de tiempo en visitar por primera
25 . vez el centro
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Gréafica 27. Latencia de tiempo (segundos) en visitar por
primera vez el centro del campo abierto. **p<0.01 vs. Machos Mayor
IPP.

Resultados en el condicionamiento de evitacion pasiva.

ElI ANOVA de medidas repetidas con las variables enter sexo
(machos y hembras) e IPP y la variable intra Sesiones (con 4 niveles:
training, test24h, test72h y test semana), mostré una tendencia a la
significacion en la interaccion entre Sesiones x IPP. Debido a la
similitud de los resultados encontrados en los tests a las 24h y a las
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72h, llevamos a cabo una ANOVA solo con 3 sesiones: training,
test24h y test semana.

Asi, encontramos diferencias significativas en los animales
segun su IPP [F(1,45)=7.222; p<0.01], mostrando mayor latencias de
cruce al compartimento oscuro en los ratones con mayor IPP que los
de menor IPP. No hay diferencias significativas entre sexos, ni en la
interaccion Sexo x IPP (F<2). Sin embargo, observamos diferencias
entre las Sesiones [F(1,90)=42.011; p<0.0001], y en la interaccion
entre Sesiones X IPP [F(1,90)=3.245; p<0.044]. Las comparaciones
post-hoc ponen de manifiesto que todos los animales incrementan
significativamente su latencia de cruce al compartimento oscuro en el
test 24h y en el test semana en comparacion con el training
(p<0.0001), no observandose diferencias significativas entre los tests
dentro de cada grupo de IPP. Pero si que presentaron latencias
significativamente mas largas los animales con mayor IPP que los de
menor IPP en el test semana (p<0.006) (ver Grafica 28).
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Gréfica 28. Latencia de cruce al compartimento oscuro (media
+ error estandar) en las tres sesiones realizadas del condicionamiento
(Training, Test 24h y Test Semana) y clasificando a los animales
segun sea mayor o menor su IPP. ***p<0.0001 Menor IPP vs. Mayor
IPP en el Test semana.
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8.4.3. Resultados Experimento 6: IPP, reconocimiento del
objeto novedoso, interaccion social y laberinto Hebb-Williams.

Resultados en la IPP.

La distribucién significativa de los cuatro grupos de animales
con el analisis de conglomerado de K medias segun la media del
porcentaje de los 4 resultados en la IPP se puede observar en la Tabla
8. Machos: [F(1,38)=51.803; p<0.0001]; Hembras: [F(1,36)=66.385;
p<0.0001] (ver Gréficas 29 y 30).

Media de % IPP
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Graéfica 29. Distribucion de la muestra segin %IPP (cluster).
*** p<0.0001 Mayor %IPP vs. Menor %IPP.
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Graéfica 30. Distribucion de la muestra segin %IPP (cluster) de
las 4 respuestas de sobresalto utilizadas en la prueba. *** p<0.0001
Mayor % IPP vs. Menor % IPP.

El resultado de la distribucion de los animales segun su IPP
realizada con el cluster se muestra en la Tabla 8.

EXPERIMENTO 6

Sexo Machos Hembras
%IPP Mayor Menor Mayor Menor

19 21 26 12

40 13 40 9

Tabla 8. Distribucién de los animales segun su IPP (Cluster).

El andlisis de la ANOVA de un factor (Sexo) con la variable
dependiente media del porcentaje de los 4 resultados en la IPP reveld
gue no existian diferencias de sexo en la IPP [F(1,76)<1; n.s.].
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Resultados reconocimiento del objeto novedoso.

El ANOVA del indice de discriminacion del tiempo (IDT) al
objeto novedoso no mostré ningun efecto significativo en las variables
analizadas. En cambio, el ANOVA del nimero de aproximaciones
(IDA) al objeto novedosos no muestra diferencias significativas
debidas a la IPP (n.s), pero si muestra diferencias en la interaccion
Sexo x IPP [F(1,71)=5.551; p<0.020]. En concreto, los machos de
mayor IPP presentaron un mayor reconocimiento del objeto novedoso
por el nimero de aproximaciones que las hembras de mayor IPP, por
tanto el IDA fue mayor en los machos que en las hembras (p<0.026).
Asi mismo, los machos de mayor IPP mostraron también un mayor
IDA que los de menor IPP (p<0.020), por tanto los animales de mayor
IPP mostraron una mayor discriminacion del objeto novedoso que los
de menor IPP (ver Grafica 31).

20 - ID del nimero de aproximacines

60 -
50 -
40 -
30 4
20 4
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N° Aproximaciones

Mayor IPP | Menor IPP | Mayor IPP | Menor IPP

Machos Hembras

Graéfica 31. Diferencias en la variable Sexo x IPP, el IDA fue
mayor en los machos Mayor IPP que en las hembras de Mayor IPP y
en los machos de Menor IPP. *p<0.05 vs. Machos Mayor IPP.

Finalmente, el ANOVA del tiempo total de exploracion de los
dos objetos (E2T) no encontramos diferencias significativas debidas a

~ 161 ~



Estudio 2. Perfil Conductual

la IPP (F<1). En cambio, si que mostro un efecto significativo de la
variable Sexo [F(1,71)=10.020; p<0.002]. Las hembras en general
muestran un tiempo total de exploracion de ambos objetos mayor que
los machos (p<0.002). Aunque la interaccion Sexo x IPP no alcanzo la
significacion [F(1,71)=0,518; n.s.], los resultados nos indican que
cuando separamos los ratones segun su IPP comprobamos que las
diferencias de sexo fueron estadisticamente significativas solo en los
animales de menor IPP [F(1,71)=6.423; p<0.013] (ver Gréfica 32). En
cambio, el ANOVA del nimero de aproximaciones a los dos objetos
(E2A) no mostré ningun efecto significativo en ninguna de las
variables.

60 - E2T Tiempo total de exploracién de los
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Graéfica 32. Las hembras en general muestran un tiempo total de
exploraciéon de ambos objetos mayor que los machos; en concreto, las
hembras de menor IPP son las que muestran un mayor tiempo de
exploracién total que los machos de menor IPP.*p<0.05 vs. Hembras;
+p<0.05 vs. Machos Menor IPP.

Resultados de la interaccion social.

El ANOVA del tiempo nos revel6 un efecto significativo de la
variable Sexo [F(11,64)=2.113; p<0.030], en concreto los machos
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pasaron mas tiempo que las hembras escarbando (p<0.006),
explorando a distancia (p<0.013), amenazando (p<0.010) e inmoviles
(p<0.011). En cambio las hembras pasaron mas tiempo realizando la
conducta de exploracién social (p<0.020) (ver Tabla 9).

Asi mismo el ANOVA del nimero de concurrencias revelo un
efecto también significativo de la variable Sexo [F(11,64)=3.123;
p<0.002]. Los machos mostraron un mayor numero de concurrencias
que las hembras en las conductas de escarbar (p<0.008), no social
(p<0.0001), exploracion social (p<0.039), amenaza (p<0.007) e
inmovil (p<0.005) (ver Tabla 10).

En cambio, el ANOVA de la primera latencia no revelé ningln
efecto significativo ni en la variable Sexo [F(11,64)=1.589 ;n.s], ni en
la variable IPP [F(11,64)=0.609 n.s] ni en la interaccion Sexo x IPP
[F(11,64)=1.045 n.s].

Tabla 9. Medias de los tiempos acumulados (en segundos) con
+ SEM. Diferencias significativas entre los sexos en la media de los
tiempos acumulados en varias conductas espontaneas *p<0.05 vs
Hembras.

I\-I:Ei:ouze:;lll'l::tl;uspo Machos Hembras
Sexual 0.105 £0.9 241
Aseo 152+26 11.9+29
Escarbar 41.7 £ 5.3* 19.3£5.9
No Social 405.7£13.8 418.7+15.2
Exp.Distancia 14.1 + 3* 26+33
Exp. Social 96.1 £12.4* 140.3 £ 13.7
Amenaza 11.8 +2.9* 02+£3.2
Ataque 10 3.7 31+£4.1
Huida 1.1+£0.4 1.1+0.5
Defensa 27£1.1 £1.2
Inmovil 1.1 £0.3* 0£0.3
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Tabla 10. Media del nimero de concurrencias acumuladas con
+ SEM. Diferencias significativas entre los sexos en la media del
namero de concurrencias acumuladas en varias conductas espontaneas
*p<0.001 vs Hembras.

Nimero concurrencias Machos Hembras
en conductas
Sexual 002=01 04=01
Aseo 1602 1602
Escarbar 6.6 £ 0.6* 3907
No Social 20.7 + 0.8 151009
Exp. Distancia 3313 48+14
Exp. Social 133+£1* 10211
Amenaza 3307 0208
Atague 1504 03=05
Huida 05302 0302
Defensa 0.7x03 0=03
Inmdéwvil 0.3 £ 0.09% 0x009

Resultados del laberinto Hebb-Williams.

El ANOVA con los 12 animales por grupo (elegidos del total de
animales que realizaron la IPP del Experimento 6) para la prueba del
laberinto Hebb-Williams, nos mostré que las diferencias de IPP se
mantenian entre los grupos [F(3,48)=41.314; p<0.0001], dentro de
cada sexo: Machos Mayor IPP, n=12 media=45 vs. Machos Menor
IPP, n=12 media=8 (p<0.0001); Hembras Mayor IPP, n=12 media=48
vs. Hembras Menor IPP, n=12 media=9 (p<0.0001); no encontrandose
diferencias debidas al sexo (ver Grafica 33).
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Media del % de IPP
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Machos Hembras I Machos Hembras

Mayor IPP I Menor IPP
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Gréfica 33. Diferencias mantenidas en el porcentaje medio de
IPP entre los dos grupos de IPP que realizardn la siguiente prueba
(n=12). ***p<0.0001 grupo Mayor IPP vs. grupo Menor IPP.

- Tiempo de ejecucion.

El ANOVA del tiempo medio que tarda el animal en realizar los
8 ensayos de cada laberinto nos muestra diferencias estadisticamente
significativas en la variable Laberinto [F(4,39)=11.126; p<0.001]. En
el analisis Post-hoc se observa que los animales tardan
significativamente menos tiempo en la realizacion del Laberinto 1 en
comparacién con los Laberintos 3 (p<0.001), 4 (p<0.001), 5
(p<0.001), vy 8 (p<0.001). Ademaés, observamos que los ratones
tardaron significativamente mas tiempo en ejecutar el Laberinto 4 que
el 5 (p<0.05) (ver Gréfica 34).
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Tiempo de Ejecucién

*
**k*
700
600 Kk I *k*k
'S 500 I
2
S 400
9;',’ 300 - 621
‘8’ 200 1
g 100 | 157
2
|_
1 3 4 |
Faciles | Dificiles |
Laberintos |

Graéfica 34. Diferencias en el tiempo medio (en segundos) en la
ejecucion de los laberintos sin distincion de grupos (Sexo e IPP).
***n<0.001 vs. Laberintos 1; * p<0.05 vs. Laberinto 5.

Por otro lado, la ANOVA del tiempo total no nos muestra
diferencias estadisticamente significativas en las variables Sexo e IPP

por separado, ni tampoco en las interacciones [F(4,39)<1; n.s.] (ver
Gréfica 35).
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i P i A ® Machos Mayor IPP
1000 - Tlempo de EJeCUCIOn 'Machos Menor IPP
® Hembras Mayor IPP
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lab 1 lab 3 lab 4 lab5 lab 8
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Gréfica 35. Tiempo Total en la ejecucién de los distintos laberintos del test Hebb-Williams en funcién de
sexo e IPP. (No existen diferencias significativas).
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El ANOVA del tiempo medio de ejecucion de los laberintos,
distinguiendo los faciles de los dificiles, nos muestra que no existen
diferencias significativas debidas a la variable Sexo, ni a la IPP, ni
tampoco a la Dificultad de los laberintos [F(1,42)<1.5; n.s.]. Por lo
que respecta a la interaccion Sexo x IPP, se observa que tampoco hay
diferencias significativas [F(1,42)<1; n.s.].

Solamente se pueden ver diferencias significativas en la
interaccion Sexo x Dificultad del laberinto [F(1,42)=5.174; p<0.05].
Concretamente hay diferencias de sexo en el tiempo medio de los
laberintos faciles, mostrando que los machos tardaron menos tiempo
que las hembras en la ejecucion de estos laberintos (p<0.05). Asi
mismo, también se observa que los machos tardaron menos tiempo en
realizar los féciles en comparacion con los dificiles (p<0.05), no
mostrandose esta diferencia en las hembras (p>0.05) (ver Grafica 36)

700 - Tiempo de Ejecucion
600 -
500 -
400 -
300 -

200 -

Tiempo (segundos)

100 -+

Machos Hembras | Machos Hembras

Laberintos faciles Laberintos dificiles

Gréfica 36. Diferencias en el tiempo medio de ejecucion de los
laberintos faciles vs. dificiles segin Sexo x Dificultad del Laberinto x
IPP. *p<0.05 vs. Hembras en los Laberintos faciles; + p<0.05 vs.
Laberintos dificiles en los machos.
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- Errores durante la ejecucion.

El ANOVA nos muestra diferencias estadisticamente
significativas en la variable Laberinto [F(4,34)=18.973; p<0.001).
Concretamente, y tal y como se puede observar en el andlisis post-hoc,
los Laberintos 3 (p<0.001), 4 (p<0.001) y 5 (p<0.001) difieren
estadisticamente con el Laberinto 1; siendo este Gltimo mas facil ya
que los animales cometieron menos errores en su ejecucion y entraron
mas veces en las zonas de error de los laberintos 3, 4 y 5. También se
observa que los Laberintos 3 (p<0.001), 4 (p<0.001) y 5 (p<0.001)
difieren significativamente del Laberinto 8. Los ratones cometieron
menos errores en la ejecucion del laberinto 8 y méas en la ejecucion de
los laberintos 3, 4 y 5 (ver Grafica 37).

50 Errores
45 1 +++ A
40 I dok ok
, 35 I
o 30
g 25
w 20 38
s 15 I 34
10
5 16
0
1 3 4 I
Faciles | Dificiles |
Laberintos |

Graéfica 37. Diferencias en la media de los errores cometidos de
todos los animales en cada laberinto del Hebb-Williams. *** p<0.001
vs. Laberinto 1; +++ p<0.0001 vs. Laberinto 8.

EI ANOVA no nos muestra diferencias significativas debidas al
Sexo ni a la IPP en las demas variables analizadas, asi como tampoco
en las interacciones de estas variables con el factor Laberinto
[F(4,34)<1; n.s.] (ver Gréfica 38).
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H Machos Mayor IPP

Errores 'Machos Menor IPP
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Graéfica 38. Cantidad total de errores cometidos en cada configuracion de laberinto del Hebb-Williams,
en funcion del Sexo e IPP. (No existen diferencias significativas).
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Por otro lado, y tal y como nos muestra el ANOVA en el
analisis de los errores en funcion de la dificultad de cada laberinto
(facil, dificil), podemos observar que no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas en la variable Dificultad del Laberinto,
asi como tampoco en las interacciones Dificultad del Laberinto x IPP
y Dificultad del Laberinto x Sexo x IPP [F(1,42)<1; n.s.].

Solamente se encuentra un efecto de la interaccion Sexo X
Dificultad del laberinto [F(1,42)=4.599; p<0.05). Esta diferencia
reside concretamente en los laberintos faciles; los machos entraron
menos veces que las hembras en las zonas de error (p<0.05) (ver
Gréfica 39). Por lo que respecta a los laberintos dificiles, no se
encuentran diferencias de sexo significativas.

50 - Errores

I
o
*

N W
o O
[—

[EEN
o

o

N° Errores (media)

Machos Hembras I Machos Hembras

Laberintos faciles | Laberintos dificiles

Gréfica 39. Diferencias de Sexo en la media de errores
cometidos tras la ejecucion de los laberintos faciles vs. dificiles.
*p<0.05 vs. Hembras en Laberintos faciles.

- Criterio de Adquisicion.

ElI ANOVA de la variable Laberintos-Criterio de Adquisicion
solamente nos muestra un efecto de la variable Laberinto
[F(4,39)=7.756; p<0.001]. Segun observamos en el andlisis post-hoc,
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el Laberinto 1 difiere estadisticamente de los Laberintos 3 (p<0.01), 4
(p<0.01) y 5 (p<0.001); los sujetos experimentales necesitaron un
namero menor de ensayos para aprender la ejecucion del Laberinto 1
en comparacion con los otros laberintos de los que difiere (3, 4 y 5),
en los que necesitaron mas ensayos para aprender su realizacion (ver
Gréfica 40).

Criterio de Adquisicion

5 **
4 *x I —
S 3 I
© -
5 2 3 4
w1 2
0
1 3 4 |
Faciles | Dificiles |
Laberintos |

Grafica 40. Diferencias en el criterio de adquisicion en funcién
del tipo del laberinto Heb-Williams. *** p<0.001 vs. Laberinto 1;
**p<0.01 vs. Laberinto 1.

Por otro lado, en el ANOVA no se observan diferencias
significativas en las variables Sexo [F(1,42)<3.273; p>0.05.] e IPP
[F(1,42)<1; n.s.], asi como tampoco en interaccién entre ellas
[F(1,42)<1; n.s.] ni con la variable Laberinto [F(4,39)<1; n.s.]. Pese a
esta falta de significacion, el andlisis post-hoc sefiala que las hembras
difieren en el Laberinto 1 en comparacion con los Laberintos 3
(p<0.01), 4 (p<0.01) y 5 (p<0.001), adquiriendo un aprendizaje mas
rapido en el Laberinto 1 que en los demas en los que difiere. También
se encuentran diferencias significativas en el Laberinto 4 en
comparacion con el Laberinto 5 (p<0.05): para las hembras fue
necesario un numero mayor de ensayos para aprender la ejecucion del
Laberinto 4 y menos ensayos para aprender a ejecutar el Laberinto 5
(ver Grafica 41).
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. . . -y ® Machos Mayor IPP
7. Criterio de Adquisicion Machos Menor IPP
** ® Hembras Mayor IPP
5 o i Hembras Menor IPP
]
5 -
a4
o
g
11
3 -
h 1 4
2 g T -
1 -
0 -
lab 1 lab 3
Facil Dificil

Gréfica 41. Diferencias en el criterio de adquisicion en cada laberinto tras la ejecucion del test Hebb-
Williams segun Sexo e IPP. *** p<0.001 vs Laberinto 1 en hembras; ** p<0.01 vs Laberinto 1 en hembras.
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En cuanto al andlisis de la variable Criterio de adquisicion-
Dificultad del Laberinto, el ANOVA nos muestra que no hay
diferencias estadisticamente significativas en el factor Dificultad del
Laberinto [F(1,42)<1; n.s], asi como tampoco en la interaccion
Dificultad del Laberinto x Sexo x IPP [F(1,42)<1; n.s.]. Solamente
encontramos un efecto en la interaccion Sexo x Dificultad del
Laberinto [F(1,42)=4.689; p<0.05]. En las comparaciones por pares se
observa que las diferencias se deben concretamente a una ventaja de
los machos sobre las hembras en los laberintos faciles; ellos
necesitaron menos ensayos que ellas para aprender la realizacion de
los laberintos faciles (p<0.05). No obstante, esta diferencia de sexo no
se observa en la ejecucion de los laberintos dificiles (ver Gréfica 42).

Criterio de Adquisicion

w

Ensasyos

N

Machos Hembras Machos Hembras

Laberintos faciles Laberintos dificiles

Graéfica 42. Diferencias en el criterio de adquisicion en la
ejecucion de los Laberintos féciles vs. dificiles. * p<0.05 vs. Hembras
en Laberintos faciles.
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RESUMEN RESULTADOS CONDUCTUALES

ampo Abierto

DIDA

Distancia recorrida

RESULTADOS debidas a IPP

MayorIPP=menorIPP

Tiempo total en centro

MayorIPP=menorIPP

Latencia en visitar
centro

MayorIPP>menorlIPP
(Machos MayorIPP>Machos menorIPP)

Frecuencia en visitar
centro

MayorIlPP<menorIPP
(Machos menorlPP>Machos MayorIPP;
Machos menorlPP>Hembras menorlPP)

Latencia del primer dip

MayorIPP=menorIPP

Ndmero de dips

MayorIPP=menorIPP

NuUmero de bolos

MayorIPP=menorIPP

Latencia en realizar las
conductas

MayorIPP=menorIPP

Tiempo dedicado a las
conductas

MayorIPP=menorIPP

Ne° de concurrencias de
las conductas

MayorIPP=menorIPP

indice de discriminacion
del tiempo (IDT)

MayorIPP=menorIPP

indice del nimero de
aproximaciones (IDA)

Machos MayorIlPP>Machos menorlIPP;
Machos MayorlPP>Hembras MayorlPP

Tiempo de exploracion
total de los dos objetos
(E2T)

MayorIPP=menorIPP

Ndmero de
aproximaciones totales
de los dos objetos (E2A)

MayorIPP=menorIPP

Tiempo de ejecucion

MayorIPP=menorIPP

Errores durante la
ejecucion

MayorIPP=menorIPP

Criterio de adquisicion

MayorIPP=menorIPP

Latencias de cruce
(24h y semana)

MayorIPP>menorIPP
en total y a la semana

%Tiempo en brazos
abiertos

MayorIPP=menorIPP

Distancia recorrida

MayorIPP=menorIPP

Latencia inmovilidad

Machos MayorlPP<Hembras MayorIPP

Tiempo total de
inmovilidad

Hembras MayorlPP<Hembras menorlPP
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Discusion

El objetivo principal de nuestro estudio fue evaluar la
capacidad de la inhibicion pre-pulso (IPP) como marcador
psicofisioldgico para detectar los ratones mas sensibles a los efectos
de la cocaina, concretamente establecer una asociacion mas duradera
entre las claves del ambiente y las propiedades reforzantes de la droga.
El principal resultado de nuestro estudio confirma nuestra hipétesis de
partida, puesto que como habiamos pronosticado, la prueba de IPP
predice la sensibilidad de los ratones a los efectos reforzantes
condicionados de la cocaina en el CPL con todas las dosis evaluadas y
tanto en machos como en hembras. Los ratones con una mayor IPP
presentaron una preferencia por el compartimento asociado a la droga
con dosis menores de cocaina, mientras que, los que mostraron una
menor IPP necesitaron una dosis mayor para establecer dicha
preferencia condicionada. Al mismo tiempo, los animales con una
menor IPP, una vez establecida la asociacion de las claves ambientales
con la droga, ésta fue mucho mas duradera y persistente, mostrando
una menor capacidad para poder extinguir la preferencia condicionada
y de manera particular en cada sexo.

Tras determinar las diferencias entre los animales con mayor o
menor IPP encontradas en el CPL inducido con cocaina, nuestro
segundo propdsito fue evaluar si los ratones clasificados segtn su IPP
presentaban  también diferencias en su perfil  cognitivo-
comportamental que pudiesen explicar su diferente actuacion en el
CPL. Debemos tener presente que la expresion de los efectos
reforzantes de las drogas de abuso medida en el paradigma del CPL se
realiza a través de procesos superiores, como son el aprendizaje
(adquisicién) y la memoria (recuerdo), debido a la asociacion que se
establece entre los estimulos ambientales y ciertos estados inducidos
por las drogas de abuso (Tzschentke, 2007; Aguilar y cols., 2009).
Ademas, procesos de neuroplasticidad asociados a la facilitacion de la
extincion de la memoria de los efectos reforzantes condicionados a las
claves ambientales son extremadamente importantes para el
tratamiento de la dependencia a las drogas de abuso (Mori y cols.,
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2013). Asi, el segundo resultado principal de nuestro estudio
demuestra que los animales con una mayor o menor IPP presentan
pequefias diferencias en su perfil cognitivo-comportamental, que
ayudan a comprender mejor como la respuesta en la IPP discrimina a
los sujetos mas vulnerables a los efectos reforzantes condicionados de
la cocaina. Es decir, determinan que el rasgo de IPP de los animales
no influye en la ejecucién del CPL, y por tanto si en las propiedades
asociativas de la cocaina evaluadas en este paradigma. En resumen,
nuestros resultados indican por primera vez que la respuesta de los
animales en la IPP no solo puede predecir su sensibilidad a los efectos
reforzantes condicionados de la cocaina, sino ademés su
vulnerabilidad a desarrollar una conducta de busqueda compulsiva de
la droga.

Concretamente, los resultados obtenidos en nuestro estudio con
el paradigma del CPL muestran que los ratones con una menor IPP
son los que no presentaron preferencia por el compartimento asociado
a la droga con dosis bajas (1 y 6 mg/kg de cocaina); mientras que los
animales que mostraron una mayor IPP, si que establecieron dicha
preferencia. Con estos resultados podemos afirmar que los animales
de mayor IPP son los mas sensibles a los efectos reforzantes de las
drogas, ya que se condicionan con dosis mas bajas; pero ¢son mas
vulnerables a desarrollar un uso compulsivo de la droga? Y sabiendo
que la cocaina induce CPL con un amplio rango de dosis que van
desde 3 a 50 mg/kg (Seale y Carney, 1991; Cunningham vy cols.,
1999; Zhang vy cols., 2002; Brabant y cols., 2005, Maldonado y cols.,
2006), otra cuestién que se nos plantea es ¢por qué los animales de
menor IPP no mostraron preferencia con una dosis de cocaina efectiva
(6 mg/kg)?

Sabemos que una escasa sensibilidad a los efectos reforzantes
de la droga puede llevar a un mayor uso ocasional con dosis mayores
y esto puede ser debido a que los estados asociados a las drogas de
abuso pueden ser percibidos como menos aversivos tal y como se ha
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descrito en la poblacion adolescente (Rodriguez-Arias y Aguilar,
2012). Esta ampliamente documentado que el uso continuado y a
dosis altas de cocaina provoca una alteracion del sistema
dopaminérgico que conlleva procesos neurodegenerativos y dafio
cerebral que explican las consecuencias negativas del consumo de
cocaina (ver revision Pereira y cols., 2015). Efectivamente, en nuestro
estudio, los animales de menor IPP necesitaron una dosis mayor para
mostrar los efectos reforzantes de la cocaina, ya que adquirieron el
CPL de forma similar a los de mayor IPP con la dosis de 12.5 mg/kg.
La menor sensibilidad de los ratones con una menor IPP fue también
observada en un estudio donde se evaluaron los efectos motores
inducidos por anfetamina (Peleg-Raibstein y cols., 2013). La
administracion de una dosis de 2.5 mg/kg de anfetamina produjo una
respuesta motora inicial menor en los ratones con una menor IPP que
en los de mayor IPP. En cambio, estos mismos animales mostraron
una sensibilizacibn motora mucho mayor en la segunda
administracion de la misma dosis de anfetamina, en comparacion con
los ratones de mayor IPP (Peleg-Raibstein y cols., 2013). En nuestro
estudio, también observamos que una vez adquirida la preferencia
condicionada en los ratones con menor IPP, esta fue mucho mas
persistente y duradera en el tiempo que en los de mayor IPP. Los
machos de menor IPP nunca llegaron a mostrar una extincion de la
preferencia a diferencia de los de mayor IPP, y las hembras de menor
IPP reinstauraron la preferencia del CPL con dosis priming menores
(3.12 mg/kg de cocaina) que los grupos de mayor IPP. La mayor
persistencia en mantener conductas de basqueda del refuerzo en los
ratones machos con una menor IPP, ha sido también observada en un
estudio previo de Freudenberg y cols., (2007). Concretamente, ratas
con una menor IPP obtenidas por reproduccién selectiva (selective
breeding) segin su baja o alta IPP, mostraron una mayor
perseverancia que las de mayor IPP en una tarea operante reforzada
con comida, presionando la palanca para recibir el refuerzo (comida)
un mayor numero de veces aun cuando ésta ya no era efectiva para
obtenerlo. Por tanto, se mostraban incapaces de ajustar su
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comportamiento cuando se requeria cambiarlo para conseguir la
recompensa. En el mismo estudio, observaron que la poca flexibilidad
en la conducta condicionada también se corroboraba en la tarea del
laberinto radial, puesto que, los animales de menor IPP no eran
capaces de cambiar su conducta, adaptdndose a los cambios de
estrategia en la tarea espacial (de una posicion egocentrica a una
alocéntrica respecto al objetivo a conseguir) (Freudenberg y cols.,
2007).

La persistencia en la respuesta condicionada observada en los
machos con una menor IPP de nuestro estudio puede ser considerada
un reflejo de una mayor motivacion por la droga, ya que, a través de la
evaluacion de la extincion podemos obtener una medida reveladora de
las propiedades motivacionales de la cocaina, la cual es evidente por
la persistencia de la busqueda de la droga en ausencia de la misma
(Aguilar y cols., 2009; Hilderbrand y Lasek, 2014). Esta mayor
motivacidn por el refuerzo también ha sido observada con anterioridad
en ratas con una menor IPP en un programa de ratio progresivo con
comida (breakpoint) (Freudenberg y cols., 2007).

Por otro lado, el mayor nimero de reinstauraciones con dosis
priming en las hembras con una menor IPP de nuestro estudio, parece
estar en consonancia con diferencias de sexo observadas en la
reinstauracion del CPL inducido con cocaina en otros estudios
(Gulley, 2007; Bobzean y cols., 2010). En concreto, aunque la
adquisicién del CPL fue similar en machos y hembras, éstas
presentaron una mayor preferencia en las reinstauraciones; las
hembras alcanzaron valores mayores que los machos en el tiempo de
permanencia en el compartimento asociado a la droga (conditioning
score) en las reinstauraciones de la preferencia por priming, respecto a
los valores obtenidos en la adquisicion del CPL inducido por cocaina,
con dosis de 15 y 25 mg/kg (Bobzean y cols., 2010). Los resultados
del presente estudio identifican por primera vez qué hembras de la
poblacion general son las mas vulnerables a realizar ese mayor
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namero de reinstauraciones, es decir, las hembras con una menor IPP
mostrarian una mayor ansia 0 deseo por la droga, y por tanto, una
mayor tendencia a la recaida.

Esta mayor persistencia de la respuesta condicionada de los
animales con menor IPP, reflejada en la incapacidad de los machos
para extinguir la respuesta condicionada en la prueba del CPL y en el
mayor numero de restauraciones con dosis priming de la droga de las
hembras, podria ser debida a una menor plasticidad neuronal. Una
menor respuesta en la IPP caracteristica de las personas que padecen
esquizofrenia (Swerdlow y cols., 2008; Garcia-Sanchez y cols., 2011;
Kohl y cols., 2013) se ha relacionado con una mayor persistencia en
conductas poco adaptativas a pesar de las consecuencias negativas
(Prentice y cols., 2008; Vogel y cols., 2013).

Los resultados del segundo estudio de nuestro trabajo nos
revelan que no hay grandes diferencias en el perfil conductual de los
animales segin sea su mayor o menor IPP. En concreto, hemos
encontrado que los ratones con una menor IPP tienen una latencia
menor y un mayor namero de visitas al centro del campo abierto que
los ratones con una mayor IPP, lo que podria hacernos pensar que son
menos ansiosos. Sin embargo, no hemos encontrado diferencias en el
tiempo total en el centro, ni en otras medidas mas especificas de
ansiedad, como son las del laberinto elevado en cruz segun el nivel de
IPP de los animales. Otros estudios con ratas (Goktalay y cols., 2014)
y con ratones (Peleg-Raibstein y cols., 2015) clasificados segun
muestren una mayor o menor IPP, tampoco observaron diferencias en
el nivel de ansiedad en ninguna de las medidas del laberinto elevado
en cruz. Una posible interpretacion alternativa seria considerar que la
mayor prontitud y namero de visitas al centro de los ratones con una
menor IPP podria ser un indicador de una mayor impulsividad, aunque
otras pruebas serian necesarias para poder corroborar nuestra
interpretacion, ya que no existen hasta el momento estudios que
evallen la relacion entre impulsividad e IPP.
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Por otro lado, no hemos encontrado una relacion entre el rasgo
de busqueda de la novedad y la IPP, pues no se han observado
diferencias entre los ratones segun su nivel de IPP en el test del hole-
board. Estudios en humanos, tampoco han mostrado una asociacion
entre este rasgo de personalidad y la respuesta en la IPP (Katsuragi y
cols., 2001; Swerdlow y cols., 2003Db).

En las pruebas de aprendizaje y memoria, hay que destacar que
los sujetos con una menor IPP presentan un menor recuerdo del
estimulo aversivo en el condicionamiento de la evitacion pasiva que
los animales con una mayor IPP. Estas diferencias son mas acentuadas
a largo plazo, cuando el recuerdo es evaluado a la semana de la
presentacion del castigo. Esto indica que aquellos animales con una
IPP menor recuerdan menos un estimulo aversivo que aquellos con
una mayor respuesta en la IPP. Aunque ambos grupos de animales se
condicionaron, es decir, incrementaron significativamente la latencia
de cruce al compartimento oscuro después de asociarlo con el
estimulo aversivo, si es cierto que los de mayor IPP recuerdan mejor
las consecuencias negativas de su conducta, lo que podria interpretarse
como un mejor procesamiento de la informacion relevante y por tanto,
una mejor adaptacién al medio. Asi, los sujetos con una menor IPP no
solo persistirdan mas en su conducta de busqueda de la cocaina, sino
que ademds, tendran un menor recuerdo a largo plazo de las
cosecuencias negativas de su consumo, por lo que tendran muchas
mas probabilidades de desarrollar un trastorno por uso de sustancias
(Rodriguez-Arias y Aguilar, 2012).

Por otro lado, los ratones machos con una mayor IPP presentan
un mayor indice de discriminacion del objeto novedoso que las
hembras de mayor IPP y que los machos de menor IPP. Aungue no
existen trabajos previos que relacionen la IPP con tareas de
reconocimiento de objetos, si que existen diversos estudios que
demuestran un déficit en tareas de reconocimiento de objetos nuevos
frente a familiares de tipo visual y espacial en sujetos diagnosticados
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de esquizofrenia (Heckers y cols., 2000; Tek y cols., 2002; Richmond
y cols., 2004; Rajagopal y cols., 2014), trastorno altamente ligado a
una deficiente IPP (Swerdlow y cols., 1995, 2001, 2006; Braff y cols.,
2001; Falkai y cols., 2015). Los resultados de un trabajo muy reciente
con animales transgenicos PACAP (por sus siglas en inglés adenylate
cyclase-activating polypeptide (PACAP)-deficient) que comparten
caracteristicas comportamentales del trastorno TDAH (Shibasaki y
cols., 2015), consideramos que también apoyan las deficiencias de los
machos de menor IPP en la discriminacion del objeto novedoso
encontradas en nuestro estudio. Los autores del trabajo utilizaron un
farmaco no estimulante (atomoxetine, ATX por sus siglas en inglés)
para elevar los niveles noradrenérgicos y dopaminérgicos
extracelulares del Cortex Prefrontal, mediante el bloqueo del
transportador de la noradrenalina (NET, por sus siglas en inglés) de
los ratones transgenicos PACAP con el proposito de corregir su
hiperactividad motora, pero encontraron que dicho farmaco mejoraba
la memoria deficiente de los ratones mostrada en el test del
reconocimiento del objeto novedoso, asi como su respuesta en la IPP
(Shibasaki y cols., 2015).

En cuanto a los resultados obtenidos en el laberinto Hebb-
Williams muestran que pertenecer al grupo de mayor o menor IPP es
independiente de realizar una mejor o peor ejecucién en esta prueba,
por tanto, la IPP no predice la ejecucién de una prueba de aprendizaje
espacial, como es el laberinto Hebb-Williams. Estos resultados nos
indican que la capacidad que ha demostrado la IPP para determinar
aquellos sujetos con una mayor sensibilidad a la droga en el CPL, no
pueden ser explicados por diferencias en su capacidad en el
aprendizaje espacial, necesaria para realizar la asociacion entre el
refuerzo y las claves ambientales. De hecho, los ratones con una
menor IPP tampoco difieren de los ratones de mayor IPP en una tarea
espacial como es el laberinto de Morris (Peleg-Raibstein y cols.,
2015), dato que estaria en concordancia con nuestros resultados en la
prueba del laberinto de Hebb Williams.
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Lo que resulta evidente con los resultados obtenidos en nuestro
trabajo en las pruebas de aprendizaje y memoria, es que los ratones
con una menor IPP no presentan ninguna incapacidad cognitiva para
ejecutar y adquirir el CPL que pueda explicar las diferencias de IPP
encontradas en la sensibilidad a la cocaina. Es decir, procesos
superiores como son el aprendizaje (adquisicién), consolidacion del
aprendizaje y el recuerdo (memoria), necesarios para la asociacion
producida entre los estimulos ambientales y ciertos estados producidos
por las drogas de abuso, no se ven influenciados por el endofenotipo
de la IPP. Sino mas bien las diferencias encontradas pueden ser
explicadas por un perfil tipico de una inhibicién deficiente. Por tanto,
podemos confirmar que la prueba de la IPP es una buena herramienta
para detectar aquellos animales que muestran una preferencia mas
duradera al lugar asociado a la cocaina en el test del CPL.

Finalmente, la evaluacion de la sintomatologia asociada a
patologia psiquiatrica utilizando el laberinto elevado en cruz (modelo
animal de ansiedad ante la novedad) y el test de suspension de la cola
(modelo animal de depresion), tampoco revelaron grandes diferencias
entre los animales debidas a su respuesta en la IPP. Ya hemos
comentado anteriormente que nuestros resultados del laberinto
elevado en cruz no han mostrado diferencias debidas a la IPP,
coincidiendo con otros estudios con roedores (Goktalay y cols., 2014;
Peleg-Raibstein y cols., 2015). Y estudios en humanos que relacionen
el nivel de ansiedad con la IPP, solo han encontrado diferencias en la
respuesta de sobresalto y en su habituacion segun el nivel de ansiedad
de los sujetos pero no con el nivel de IPP (Ludewing y cols., 2002;
2005; Kohl y cols., 2013).

En cuanto a la sintomatologia asociada a la depresion, solo se
han observado unos niveles mayores de desanimo conductual o
anhedonia en las hembras de menor IPP en comparacion a las de
mayor IPP; lo cual indica una tendencia a la depresion expresada por
un mayor tiempo de inmovilidad en el test de la suspension de la cola.
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Este resultado coincide con un trabajo anterior con ratones KO Atk1,
los cuales exhiben una deficiente IPP, por lo que son considerados un
modelo animal de Psicosis, donde las hembras en comparacion con los
machos mostraron un mayor tiempo de inmovilidad en la prueba del
test de la suspension de la cola (Chen y Lai, 2011). En general, los
estudios en humanos no han mostrado deficencias significativas en la
IPP en pacientes diagnosticados de trastorno depresivo mayor (TDM),
solo una tendencia a una menor IPP comparado con los controles
(Ludewig y Ludewig, 2003; Perry y cols., 2004; Quednow y cols.,
2006; Kohl y cols., 2013). Aunque la mayoria de estos sujetos han
sido medicados con antidepresivos, se ha demostrado que estos
medicamentos no influyen en la expresion normal de la IPP (Martinez
y Geyer, 1997). Perry y Viglione (1991) sugirieron que el sutil
trastorno de pensamiento que padecen estos pacientes con TDM puede
ser la causa del déficit superficial que manifiestan en la IPP, el cual no
es tan profundo como en los pacientes con sintomas psicéticos. En
nuestro estudio, el mayor nivel de anhedonia de los animales con una
menor IPP se observa exclusivamente en el sexo femenino. Por esta
razén, consideramos que nuestro estudio revela un dato nuevo
respecto a los trastornos asociados a una inhibicion deficiente, donde
es posible que una sintomatologia depresiva y una baja IPP sea
caracteristica del perfil femenino y no del masculino. De hecho, los
pacientes con esquizofrenia muestran diferencias de género en los
sintomas manifestados, siendo los depresivos y del estado de animo
mas comunes en las mujeres diagnosticadas de esquizofrenia y en los
hombres los sintomas negativos (Hafner y cols., 1998; Grigoriadis y
Seeman, 2002; Salokangas y cols., 2003; Chen y Lai, 2011).

Al margen de las diferencias encontradas en los sujetos segln
su respuesta en la IPP, como es de esperar, hemos observado
numerosas diferencias de sexo en las pruebas conductuales. Asi, las
diferencias en las conductas tipicas de la especie analizadas en la
interaccién social han sido debidas exclusivamente al sexo. En
general, las hembras se muestran mas sociables, ya que dedican mas
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tiempo a la conducta de exploracion social y los machos a conductas
como la exploracion a distancia, la amenaza, y el escarbar. Estas
diferencias de sexo se han observado con anterioridad en otras cepas
de ratones con un modelo de interaccion social similar al utilizado en
este trabajo (An y cols., 2011). En general, la literatura nos muestra a
los ratones machos mas territoriales y agresivos con otros machos, ya
que cuando se agrupan, estos desarrollan una estructura social con un
Unico macho dominante. En cambio, las hembras muestran menos o
ninguna conducta agresiva hacia otras hembras, y no desarrollan una
jerarquia social marcada mostrando un mayor cuidado/acercamiento
parental y una menor competicion reproductiva (Trivers, 1972),
excepto cuando cohabitan con otro macho o durante la lactancia
(Palanza y cols., 2001; Cox y Rissman, 2011; Clutton-Brock y
Huchard, 2013). En consecuencia, podemos afirmar que las
diferencias en las conductas de interaccion social evaluadas en nuestro
estudio son debidas al perfil genético-especifico ligado al sexo, ya que
las hembras en general se muestran mas sociables que los machos
debido a su diferente rol social y reproductivo. Sin embargo, hemos
observado una mayor exploracion general en las hembras que en los
machos en el test del reconocimiento del objeto novedoso de nuestro
estudio, coincidiendo con resultados de trabajos anteriores (Frick y
Gresack, 2003; Vidal-Infer y cols., 2012a). Los ratones del sexo
femenino mostraron una mayor exploracién de los dos objetos (novel
y familiar) que los del sexo masculino, aunque encontraron también
que los machos exploraban maés el objeto novedoso que las hembras
(Frick y Gresack, 2003), diferencia de género que en nuestro trabajo
solo hemos observado en el nimero de aproximaciones a la novedad
que realizan los ratones con una mayor IPP. Estas diferencias de sexo
encontradas en la exploracion parecen indicar una menor memoria de
reconocimiento del objeto novedoso de las hembras, puesto que ellas
muestran una mayor exploracién de ambos objetos; sin embargo, no
podemos descartar que pueda deberse a un menor interés por la
novedad de las hembras. Estudios mas especificos serian necesarios
para esclarecer estas diferencias de género.
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Los resultados en la prueba del campo abierto muestran que los
machos recorren una mayor distancia en la caja y pasan mas tiempo
total en el centro de la misma que las hembras. Estas diferencias de
sexo nos indican que los machos son mas activos y en principio menos
ansiosos. En nuestro laboratorio hemos obtenido resultados similares
(datos no publicados), mostrandose también los machos mas activos
en la prueba del Campo abierto que las hembras, al contrario de lo que
se ha descrito en la literatura con otras pruebas (Dalla y Shors, 2009;
Navarro-Frances y Arenas, 2014). Por el contrario, la menor ansiedad
encontrada en el sexo masculino de nuestro estudio, si que esta
documentada en la literatura con determinadas cepas de ratones (An 'y
cols., 2011), aunque como hemos comentado previamente, ésta
medida del campo abierto, aparentemente de ansiedad, no se
correlaciona con los resultados en otros modelos animales de
ansiedad. De hecho, una misma cepa de ratones se ha definido como
“ansiosa” en la prueba del laberinto elevado en cruz y como “no-
ansiosa” en la prueba del campo abierto (Trullas y Skolnick, 1993;
Rogers y cols., 1999). La disparidad de estos datos puede deberse a la
diferente seleccion y anélisis de pardametros conductuales definitorios
en los estudios de los niveles de ansiedad que no siempre
correlacionan entre ellos (Bouwknecht y Paylor, 2002; Carola y cols.,
2002).

También encontramos diferencias de sexo en la ejecucion del
laberinto Hebb-Williams, y tal como se esperaba, teniendo en cuenta
la literatura (Stanford y Brown, 2003; Galsworthy y cols., 2005), los
machos obtuvieron mejores resultados que las hembras en todas las
configuraciones de los laberintos. Los machos tardaban menos tiempo
en ejecutar los laberintos, cometian menos errores y aprendian antes la
realizacion de los mismos. Por otro lado, se esperaba que todos los
animales en general, fueran mas eficientes en los laberintos faciles que
en los laberintos dificiles. Sin embargo, en nuestro estudio hemos
demostrado que la dificultad del laberinto depende del sexo del
animal. Los resultados de las hembras en este estudio nos indican que
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la clasificacion propuesta por Stanford y Brown, (2003) no es
adecuada para discriminar los laberintos féciles de los dificiles en
ellas. De hecho, estudios tanto con roedores (Rodriguez y cols., 2010),
como con humanos (Kimura y Nicolovius, 2004; Sanchez- Sanchez y
cols., 2011), afirman que ambos sexos presentan diferencias tanto en
el rendimiento de las tareas espaciales, como en las estrategias a
seguir en la ejecucion de las mismas, debidas a la exposicion
hormonal al inicio de la vida.

La existencia de diferencias en la via dopaminérgica del
refuerzo es una explicacion plausible de la menor sensibilidad a los
efectos reforzantes de la cocaina, asi como de la mayor persistencia en
la preferencia condicionada inducida con esta droga, observada en los
ratones con una menor IPP de nuestro estudio. Se ha comprobado que
los animales con una menor IPP presentaron unos niveles de DA y de
sus metabolitos (DOPAC y HVA) en el cortex prefrontal medial
(CPFm) y nucleo accumbens (NAcc) mas altos que los niveles de los
animales con una mayor IPP (Peleg-Raibstein y cols., 2013). De
hecho, estos mismos ratones con una menor IPP fueron menos
sensibles a una primera dosis (2.5 mg/kg) de anfetamina, mientras que
mostraron una mayor sensibilizacion con la segunda dosis (2.5 mg/kg)
administrada; dato que seria comparable a los resultados obtenidos en
nuestro estudio en los animales de menor IPP, ya que estos mostraron
una menor respuesta a dosis bajas (1 y 6 mg/kg) de cocaina y una
mayor persistencia en la busqueda del lugar asociado a la droga con
una dosis mas alta (12.5 mg/kg).

Estd ampliamente documentada la relacion entre niveles altos
de DA y una menor respuesta en la IPP. La administracién de
agonistas dopaminérgicos disminuyen la respuesta de la IPP tanto en
roedores (Johansson y cols., 1995; Zhang y cols., 2000; Holmes y
cols., 2001; Geyer y cols., 2002; Ralph-Williams y cols., 2002; 2003;
Ralph y Caine, 2005; 2007) como en humanos (Hutchison y Swift,
1999; Swerdlow y cols., 2003a), y la administracion de antagonistas
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dopaminérgicos la aumentan principalmente (Swerdlow y Geyer,
1993b; Johansson y cols., 1995; Depoortere y cols., 1997; Zhang y
cols., 2000; Vollenweider y cols., 2006; Holstein y cols. 2011).
Ademas, los pacientes esquizofrénicos y con otros trastornos
psiquiatricos que presentan una elevada actividad del sistema
dopaminérgico se caracterizan por una deficiente IPP (Braff y cols.,
2001; Swerdlow y cols., 2001; 2006; Falkai y cols., 2015). Niveles
bajos en la respuesta de la IPP en sujetos sanos, también se ha
demostrado que correlacionan con la tendencia a padecer psicosis y
esquizofrenia, e indirectamente se sugiere que estos sujetos pueden
tener un tono o actividad dopaminérgica basal mas elevada (Swerdlow
y cols. 1995; Garcia-Sanchez y cols., 2011).

Teniendo en cuenta los resultados mencionados, cabria pensar
que estos niveles de DA mas elevados en los sujetos con una menor
IPP pueden llevar a una compensacion funcional, como por ejemplo
una regulacion a la baja de la densidad de los receptores o de la
sensibilidad de los mismos. En estudios con animales se ha
comprobado que la exposicion repetida a los psicoestimulantes esta
asociada con un decremento significativo de la densidad de los
receptores D2 estriatales (Everitt y cols., 2008; Nader y cols., 2008).
Como se puede comprobar en diferentes estudios, la disponibilidad de
los receptores D2 antes de la exposicion a la cocaina predice la
subsiguiente autoadministracion de la droga en primates no humanos
(Nader y cols., 2006), siendo la correlacion negativa, es decir, a menor
namero de receptores D2 se espera un mayor consumo de cocaina
(Haile y cols., 2012). Y por el contrario, se ha comprobado que el
aumento de los receptores D2 reduce el consumo de cocaina en los
ratones (Merritt y Bachtell, 2013).

En estudios con humanos, la relacion entre receptores
dopaminérgicos y los efectos de los psicoestimulantes resulta mas
compleja. Cuando se han evaluado los efectos subjetivos a
psicoestimulantes como el metilfenidato (Ritalin), en una poblacion
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no adicta, se ha comprobado que los sujetos con bajos niveles de
receptores D2 encontraban mas placentera la droga que aquellos con
unos niveles altos de dichos receptores, informando estos ultimos de
una experiencia displacentera tras el consumo del estimulante
(Volkow y cols., 1999). Un hallazgo consistente en la literatura es que
los sujetos con un trastorno por uso de sustancias, incluyendo los
sujetos alcohdlicos, muestran una baja disponibilidad de los receptores
D2 estriatales (Volkow y cols., 2011; Trifilieff y Martinez, 2014), lo
cual se asocia con una disminucion del metabolismo de la DA en el
cortex orbitofrontal y en el cortex cingulado anterior (COF/CCA)
(Volkow y cols., 2011). Probablemente este menor metabolismo en el
COF/CCA es secundario a una hipofuncion de los receptores D2
postsinapticos estriatales (Belcher y cols., 2014). Esta correlacion
entre la disponibilidad de los receptores D2 estriatales y el
metabolismo en el COF/CCA observada en adictos a los
psicoestimulantes y al alcohol (Volkow y cols., 2009; Volkow vy cols.,
2011; Trifilieff y Martinez, 2014), resulta de gran importancia en la
vulnerabilidad a desarrollar un trastorno por uso de sustancias, puesto
que estas areas son claves en la toma de decisiones, y por tanto su
disfuncion puede conducir a una eleccion impulsiva y a conductas
compulsivas poco adaptativas (Belcher y cols., 2014).

Asi, en resumen, una menor IPP se ha relacionado con niveles
altos de DA, los cuales podrian provocar o reflejar una regulacion a la
baja de los receptores D2; y se ha observado que los sujetos con un
trastorno por uso de sustancias presentan una hipofuncién de los
receptores D2. Estos datos podrian explicar por qué los animales de
nuestro estudio, con una menor IPP presentan una persistencia en la
preferencia condicionada por la cocaina y por tanto, una conducta
compulsiva de busqueda de la droga. En concreto, hemos encontrado
que los sujetos con una menor IPP son menos sensibles a los efectos
reforzantes de la cocaina, lo que puede resultar en un mayor riesgo de
consumo futuro en un corto periodo de tiempo, hasta que el animal
obtenga los efectos interoceptivos que experimenté con dosis altas
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previas (Manzanedo y cols., 2012). Ademas, hemos demostrado una
mayor persistencia en la conducta de bdsqueda de la droga, cuando
resulta gratificante, en los animales con menor IPP, al no poder
extinguir la asociacion de las claves ambientales con el refuerzo de la
droga y también, una menor valoracion de los efectos negativos de un
castigo a largo plazo, en comparacion con los animales que presentan
una mayor IPP, lo cual puede relacionarse con un incremento en la
motivacion a consumir la droga a lo largo del tiempo (Dackis y
O’Brien, 2001). Sin embargo, estudios futuros deberian evaluar los
niveles de los receptores dopaminérgicos en el estriado y en el cortex
de los ratones segin su nivel de respuesta en la IPP para poder
concretar su perfil bioquimico. De esta manera, podremos comprender
y explicar la mayor vulnerabilidad de los ratones con una menor IPP
en desarrollar una busqueda compulsiva de la cocaina demostrada en
el presente trabajo.

En conclusion, los resultados de este trabajo muestran que los
sujetos con una menor IPP presentan una menor sensibilidad a la
cocaina (lo que les llevaria a consumir mas cantidad para alcanzar sus
efectos reforzantes), una mayor persistencia en la conducta de
busqueda de la droga cuando resulta gratificante (al no poder extinguir
la asociacion de las claves ambientales con el refuerzo de la droga) y
una menor valoracion de los efectos negativos de un castigo a largo
plazo que los animales con una mayor IPP. Todo lo cual, nos lleva a
concluir que el exhibir una mayor o menor IPP, el endofenotipo
evaluado en este trabajo, representa un marcador de la vulnerabilidad
de un sujeto a mostrar una conducta compulsiva de busqueda de la
cocaina, y por tanto a desarrollar un trastorno por uso de sustancia.
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Nuestro trabajo demuestra que la prueba de Inhibicion Pre-
Pulso (IPP) predice la sensibilidad de los ratones a las propiedades
reforzantes asociativas de la cocaina en el CPL en todas las dosis
evaluadas tanto en machos como en hembras. Los animales con una
menor IPP necesitan dosis méas altas de cocaina para inducir una
preferencia por el lugar asociado a la droga que los sujetos con una
mayor IPP. Y mostrada la preferencia, esta es mas duradera en los
animales con una menor IPP, aunque de manera diferente en cada
sexo. Los machos no consiguieron extinguir la preferencia y las
hembras reinstauraron la conducta de busqueda con un mayor nimero
de dosis priming.

Los animales clasificados segin su mayor o menor IPP no
muestran diferencias en la mayoria de medidas evaluadas en las
pruebas de conducta. Solo los ratones con una menor IPP tienen una
latencia menor y un mayor numero de visitas al centro del campo
abierto que los ratones con una mayor IPP, aunque no se diferencian
en el tiempo total en el centro. En las pruebas de aprendizaje y
memoria, los sujetos con una menor IPP presentan un menor recuerdo
del estimulo aversivo (castigo), principalmente a largo plazo (una
semana), que los animales con una mayor IPP. Y no se han observado
diferencias en el modelo animal de ansiedad entre los ratones con
mayor o menor IPP, pero si unos niveles mayores de desanimo
conductual o anhedonia en las hembras de menor IPP en comparacion
a las de mayor IPP en un modelo animal de depresion.

Los ratones con una menor IPP presentan una menor
sensibilidad a la cocaina, una mayor persistencia en la busqueda de la
droga y una menor valoracion de los efectos negativos de un castigo a
largo plazo que los animales con una mayor IPP. Por tanto,
consideramos que el endofenotipo de la IPP constituye un marcador
de la vulnerabilidad de un sujeto a desarrollar un trastorno por uso de
cocaina.
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