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La presente Tesis tiene como tema central el estudio del perfil conductual del
bupropién en ratones. El bupropion es un antidepresivo con un perfil farmacoldgico
complejo y que ha demostrado ser también eficaz en el tratamiento de la dependencia del
tabaco, incluyéndose entre los siete agentes farmacologicos de primera linea para ayudar
a dejar de fumar. A pesar de ello, todavia se desconocen muchos aspectos del perfil
conductual de este farmaco. Por ello, nos planteamos investigar los efectos cognitivos y
emocionales del bupropion mediante la aplicacion de modelos animales. En este trabajo
se ha evaluado la influencia del farmaco sobre la capacidad de aprendizaje y memoria
implicita y explicita en ratones. También se han valorado los efectos del farmaco sobre
la busqueda de novedad, la ansiedad y la interaccion social y, ademas, se han examinado
si los posibles efectos del tratamiento con bupropion y nicotina difieren en ratones de

diferentes edades.

De acuerdo con este objetivo general, este trabajo se ha dividido en 6 capitulos.
En el primer capitulo se plantea el marco tedrico de la presente Tesis Doctoral, abordando
una revision acerca de los principales aspectos relacionados con el tratamiento
farmacoldgico con bupropion en humanos; la farmacologia y el mecanismo de accién de
este farmaco y sus posibles aplicaciones terapéuticas para ayudar a dejar de fumar. Dentro
de este marco tedrico introductorio se presentan también los efectos del bupropion y la
nicotina en diferentes modelos animales, asi como los escasos estudios que han valorado

el efecto de la administracion conjunta de ambas sustancias.

Tras definir el marco tedrico, en el capitulo Il se concretan los objetivos e hipétesis
que han guiado esta investigacion. El capitulo 11l se dedica a presentar la parte
experimental del presente trabajo. Con el objetivo de conseguir una exposicién mas clara
de la investigacion realizada, los ocho experimentos incluidos en la Tesis se agrupan en
tres estudios experimentales. El desarrollo de estos estudios ha comportado el manejo de
un gran numero de animales (1535), la utilizacion de distintos modelos animales y la
aplicacion de protocolos experimentales que en general conllevan un extenso trabajo de
laboratorio.

En el primer estudio se analizaron los efectos del bupropion en dos tareas de
aprendizaje y memoria en ratones NMRI, para lo que se disefiaron dos experimentos.
Inicialmente se valord la influencia del farmaco sobre la tarea de condicionamiento de

evitacion activa (Experimento 1) y seguidamente se investigaron los efectos del



bupropidn sobre el aprendizaje y la memoria espacial, mediante el modelo del laberinto
de agua en ratones adolescentes y adultos (Experimento 2).

En el segundo estudio se abordaron los efectos del bupropion y la nicotina sobre
la conducta exploratoria y la busqueda de novedad, asi como sobre el nivel de ansiedad,
para lo que se realizaron tres experimentos. En el primero de ellos (Experimento 3), se
evaluo la accion de la nicotina en test conductual de la tabla de agujeros o hole board en
ratones de diferentes edades. En los siguientes experimentos (Experimentos 4 y 5) se
estudio el efecto de la interaccion entre nicotina y bupropion en roedores adolescentes y
adultos empleando la tabla con agujeros o hole board y el laberinto elevado en forma de
cruz o plus-maze.

El tercer estudio se centr6 en determinar si la administracién conjunta de
bupropion y nicotina modula las interacciones sociales en ratones OF1 adultos
mantenidos agrupados en condiciones de alojamiento estandar (Experimento 6). El
experimento 7 tuvo como objetivo determinar si el tratamiento con bupropion o nicotina,
modificaba los niveles de conducta agresiva mostrada por los animales cuando se
enfrentan a un oponente estandar no agresivo. Con esta finalidad los animales utilizados
en este experimento (ratones OF1 adolescentes y adultos) permanecieron aislados hasta
la realizacion de los encuentros sociales. En base a los resultados obtenidos en este
experimento nos propusimos como ultimo objetivo especifico evaluar si las condiciones
de alojamiento y el tratamiento con bupropion influyen en las interacciones sociales, y en

particular sobre la conducta agresiva, en ratones adultos (Experimento 8).

Una vez descrita la parte experimental de la presente Tesis Doctoral, en el capitulo
IV se discuten los resultados obtenidos en los distintos experimentos y en el capitulo V
se resumen las conclusiones mas relevantes del presente trabajo. Finalmente, en el
capitulo VI se recogen las referencias bibliogréficas de las citas que aparecen en el

trabajo.

Para finalizar esta presentacién, deseo indicar que los datos obtenidos en los
experimentos 6 y 7 han dado origen a dos publicaciones en revistas especializadas JCR.
Actualmente los datos del experimento 1 se encuentran pendientes de revision en una
revista JCR. Ademas, gran parte del trabajo experimental ha sido presentado a congresos

nacionales e internacionales de reconocido prestigio.
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1. INTRODUCCION

El interés del presente trabajo se centra principalmente en evaluar la respuesta
conductual al bupropion. Este farmaco se utiliza como antidepresivo y para ayudar a dejar
de fumar, aunque numerosas investigaciones indican que el bupropion posee un amplio
espectro, con multiples aplicaciones terapéuticas cuando es utilizado en monoterapia o

combinado con otros agentes farmacoldgicos.

A nivel clinico, en trastornos mentales como la depresion o la ansiedad se ha puesto
de manifiesto que el tratamiento con bupropion resulta eficaz (Thakkar y cols., 2013). La
co-administracion de antidepresivos y agentes antipsicoticos en pacientes que sufren
esquizofrenia se ha visto avalada por la evidencia de que en dicha patologia se combinan
diferentes sistemas de neurotransmision. En este sentido, se han publicado diferentes
estudios que evaltan la efectividad del tratamiento con bupropidn en los sintomas negativos
de la esquizofrenia (afectividad embotada, abulia, anhedonia y atencion deteriorada)
(Xiongjun y cols., 2014). La sintomatologia negativa es resistente a la terapia antipsicotica
lo que conlleva un impacto significativo en la vida de los pacientes. Por esta razon, se ha
evaluado la posible utilidad terapéutica de otros farmacos con diferentes propiedades
farmacoldgicas, como es el caso del bupropion. Este agente, ejerce sus efectos como
antagonista del receptor nicotinico y tradicionalmente se ha prescrito a pacientes
esquizofrénicos para ayudar a dejar de fumar (Rezaee y Akbarpour, 2012). No obstante, en
las investigaciones realizadas hasta el momento, los resultados del tratamiento con
bupropidn en la mejora de los sintomas negativos de la esquizofrenia resultan contradictorios
(Rezaee y Akbarpour, 2012). Una explicacion plausible a este hecho podria ser el diferente
grado de severidad en los sintomas negativos de la enfermedad que presentan los pacientes

incluidos en los estudios (Yassini y cols., 2014).

También se ha planteado mas recientemente la posible utilidad del bupropion en otros
trastornos como el Trastorno por Déficit de Atencidn e Hiperactividad en el que los sintomas
estan asociados con algunas deficiencias tales como dificultades en el mantenimiento de la
atencion, gestion del tiempo, y la organizacién de actividades tanto en nifios como en adultos
(Hamedi y cols., 2014). EI TDAH en la infancia se asocia con un incremento del riesgo de
consumo y dependencia a la nicotina, el alcohol o demés drogas de abuso (Lee y cols., 2011).
El TDAH en adultos se asocia con comorbilidades tales como los trastornos de ansiedad, la
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depresion, los trastornos por uso de sustancias, trastornos de la personalidad y trastorno de
la personalidad antisocial. El tratamiento con bupropion es considerado una buena opcién
para el tratamiento del TDAH, tanto en nifios como en adultos (Hamedi y cols., 2014),
resultando tan eficaz como el metilfenidato. Ademas, se considera que el bupropion tiene

una aceptable tolerabilidad (Maneeton y cols., 2014).

Por otra parte, el bupropidn es empleado con éxito en la deshabituacion tabaquica,
habiéndose demostrado que un namero significativo de personas fumadoras presentan tras
el tratamiento una abstinencia mantenida en el tiempo (Ebbert y cols., 2014) aliviando los
sintomas desagradables que se producen durante el sindrome de abstinencia a la nicotina,
como la irritabilidad o la ansiedad. Diferentes investigaciones en este ambito han puesto de
relieve la importancia de combinar farmacos que ejercen sus acciones sobre diferentes dianas
moleculares y sistemas reguladores con el fin de obtener tratamientos mas eficaces (Heal y
cols., 2012). Hay que recordar, ademas, que en el abuso de drogas intervienen factores
sociales, familiares y ambientales, por lo que el tratamiento generalmente resulta complejo
(Mori y cols., 2013). En el caso de la nicotina se trata de una sustancia adictiva muy nociva
para la salud. Las personas dependientes de la nicotina sienten la necesidad compulsiva de
consumirla y se genera tolerancia y dependencia, asi como sindrome de abstinencia al cesar
su consumo. A nivel mundial, el consumo de tabaco es hoy dia la principal causa de
enfermedades y muertes evitables, segun el Informe de la OMS sobre la epidemia mundial
del tabaquismo (2013).

Con el fin de encontrar tratamientos mas eficaces para ayudar a erradicar esta
adiccion, multiples estudios han puesto de manifiesto que la combinacion del bupropion con
distintos farmacos incrementa la abstinencia tabaquica. Tanto la combinacion de bupropion
de liberacion sostenida con el tratamiento sustitutivo de nicotina (Hugues y cols., 2014),
como la combinacidon de bupropién y vareniclina, un agonista parcial del receptor nicotinico
de acetilcolina (Hall y cols., 2015), resultan mas eficaces que cuando se emplean estos
farmacos en monoterapia. No obstante, algunos pacientes que recibieron el tratamiento de
bupropion y vareniclina informaron de un mayor nimero sintomas depresivos en
comparacion con los que solo recibieron vareniclina. Estos efectos adversos revelan que hay
que tener cautela con la combinacién de farmacos la hora de ayudar a dejar de fumar (Hong
y cols., 2015).
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Un aspecto que resulta de gran interés es que en los estudios iniciales acerca de la
posible utilidad del bupropion como tratamiento farmacoldgico para ayudar a dejar de fumar
ya se advirtié que este farmaco no provocaba un incremento de peso en los fumadores.
Posteriores trabajos han confirmado que el bupropion es ademas un tratamiento eficaz para
la obesidad, tanto administrado solo como cuando se combina con otros farmacos.
Investigaciones preclinicas indican que el bupropion en monoterapia causa una disminucion
de peso en ratones debido probablemente a un incremento de la actividad motora y de la
termogénesis, sin disminuir el consumo de comida (Billes y Cowley, 2008). Recientemente,
Clapper y colaboradores (2013) utilizaron bupropion, amilina y naltrexona por sus efectos
adelgazantes y observaron un efecto aditivo y sinérgico de los tratamientos, de manera que
disminuian el consumo de comida, el peso y la adiposidad. En estudios clinicos con sujetos
humanos las investigaciones sugieren que la formulacion de liberacién sostenida de
bupropidn, en combinacién con naltrexona, causa una disminucion significativa del peso (5-
15%), lo que supone una reduccién mayor que cuando se emplea un Unico tratamiento
(Wadden y cols., 2011), resultando eficaz en el consumo compulsivo de comida, al controlar

la ingesta de alimentos y el peso corporal.

También se ha sugerido que el tratamiento con bupropién resulta efectivo en conductas
potencialmente desadaptativas relacionadas con los circuitos de impulsividad-
compulsividad (Stahl, 2013), tanto las clasificadas como adiccidn a sustancias quimicas
como aquellas producidas por conductas compulsivas. No obstante, el uso del bupropion
como tratamiento para ayudar a pacientes que sufren adicciones a sustancias de abuso
diferentes a la nicotina resulta controvertido (Dwoskin y cols., 2006). Se ha encontrado que
este farmaco es eficaz para superar la adiccion a psicoestimulantes (Castells y cols., 2010).
De hecho, el bupropion se esta considerando como “terapia agonista” para el tratamiento de
abuso de psicoestimulantes (Mori y cols., 2013). Por ejemplo, actualmente se utiliza el
bupropidn en el tratamiento de personas dependientes a las metanfetaminas, ya que aumenta
el nimero de semanas que se mantienen abstinentes los pacientes (McCann y Li, 2012).
Asimismo, dicho farmaco se esta aplicando para aliviar el sindrome de abstinencia que se
produce tras el abandono del consumo de cannabis (Penetar y cols., 2012) o de cocaina
(Vento y cols., 2013). Entre las adicciones comportamentales, destaca la eficacia del
bupropidon para el tratamiento de la ludopatia, o para tratar la adiccién a internet (Han y

Renshaw, 2012). En general, este farmaco podria ser Gtil en conductas relacionadas con la
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liberacion de dopamina y la estimulacion del sistema de recompensa cerebral (Stahl., 2014;
Han y Renshaw, 2012).

A pesar del interés psicofarmacoldgico del bupropidn, todavia se conoce relativamente
poco sobre los cambios neurobiolégicos y conductuales subyacentes a sus efectos
terapéuticos. A continuacion pasamos a describir sus caracteristicas farmacoldgicas.

2. ASPECTOS GENERALES E INDICACIONES CLINICAS DEL BUPROPION
2.1.Farmacologia y mecanismo de accion
Farmacologia

El bupropion comparte algunas propiedades estructurales, neuroquimicas y
conductuales con los psicoestimulantes clasicos como la cocaina o las anfetaminas. Estas
propiedades le confieren aplicaciones terapéuticas Unicas, ademés de su eficacia
antidepresiva (Maneeton y cols., 2013; Rauhut y cols., 2003).

Cl Cl

Figura 1. Estructura quimica y molécula del bupropion.

Este farmaco se administra por via oral y se absorbe en el tubo digestivo, sin que la
ingesta de alimentos interfiera de modo significativo, con una biodisponibilidad del 87%. La
concentracion maxima plasmatica se alcanza a las 6 horas tras su administracion y su vida
media de eliminacion es aproximadamente de 20 horas. Existen tres formulaciones
disponibles: liberacion inmediata (requiere tres tomas al dia), liberacion sostenida (dos

tomas al dia) y liberacion extendida (una vez al dia). La formulacion de una vez al dia se
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desarroll6 con el objetivo de mejorar la tolerabilidad y adherencia al tratamiento con
bupropién. La dosis recomendada para la deshabituacion tabaquica es de 150 mg/dia dos
veces al dia, comenzando una o dos semanas antes de la fecha fijada para dejar de fumar.
Los primeros 5-7 dias se administra una dosis de 150 mg por la mafiana y trascurridos esos
dias se puede afiadir la segunda dosis de 150 mg, 8 horas después de la primera (para evitar
el insomnio). La duracion recomendada del tratamiento es de 7 a 9 semanas (Hernandez-

Lozano y cols., 2010).

Los estudios de farmacocinética del bupropién han identificado en plasma tres
metabolitos activos: hidroxibupropion (HB) y los isomeros aminoalcoholicos
treohidrobupropion (TB) y eritrohidrobupropion (EB). Sus concentraciones en plasma son
tan elevadas como las del propio farmaco. In vitro, el bupropion se metaboliza
principalmente en hidroxibupropion mediante el enzima CYP2B6. Su concentracion
presente en el liquido cerebroespinal es seis veces mayor que el del farmaco primario
(Cooper y cols., 1984) por lo que a este metabolito se le atribuyen buena parte de los efectos
clinicos. La vida media del bupropion y sus metabolitos activos es de 20 a 37 horas. Una vez
ya inactivos, son excretados principalmente por la orina (Herndndez-Lozano y cols., 2010).

Se considera que el metabolito HB desempefia un papel critico en la actividad
antidepresiva del bupropidn, puesto que aparece asociado con sus efectos noradrenérgicos a
largo plazo (Ramasubbu, 2002). También el sistema dopaminérgico interviene en sus
propiedades antidepresivas. Este farmaco disminuye la transmisién gabaérgica a las
neuronas dopaminérgicas y, de ese modo, desciende la inhibicién tonica de estas neuronas
(Daviss y cols., 2005). Se considera que el incremento en la excitabilidad de las neuronas
dopaminérgicas durante el tratamiento podria contribuir a su accion antidepresiva y ayudar
a reducir las recaidas en los sujetos que quieren dejar de fumar. Sin embargo, los efectos
antidepresivos del bupropion no parecen estar mediados directamente por la actividad

serotoninérgica (Ascher y cols., 1995).

Estudios clinicos han demostrado que el bupropion también es eficaz en pacientes
jévenes que sufren trastornos afectivos. Asumiendo las diferencias en el tejido adiposo, talla,
niveles hormonales y de metabolizacion segun la edad, las propiedades farmacocinéticas del
bupropidn pueden diferir en adultos y adolescentes. En este sentido, Daviss y colaboradores
(2005) observaron que en los jovenes el bupropion era metabolizado més rapidamente que
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en los adultos, en particular los metabolitos activos de HB y, en menor medida, los TB y EB.
También encontraron que los niveles en sangre de estos metabolitos variaban linealmente

con la dosis de bupropion (Daviss y cols., 2005).

Mecanismo de accion

Se ha propuesto un doble mecanismo de accién para el bupropidn que se relaciona con
la accion combinada tanto sobre la recaptacion de noradrenalina y dopamina como con la
inhibicidn selectiva de estos transportadores en el sistema mesolimbico y en el ndcleo
accumbens (Billes y Cowley, 2008), con un minimo efecto sobre la recaptacion de serotonina
y sin inhibir la accién de ninguna monoaminooxidasa (Paterson y cols., 2007). Ademas, se
ha observado indirectamente una mejora en la tasa de disparo de las neuronas
serotoninérgicas, a traves de la activacion del flujo descendente de noradrenalina (Saiz y
cols., 2011). Asi, la administracion de bupropion bloquea la bomba de recaptacion de
noradrenalina y dopamina, aumentando de esta forma los niveles de neurotransmision
dopaminérgica. Ademas, su mecanismo de accion podria implicar la liberacion presinaptica

de noradrenalina y dopamina (Stahl, 2013).

El efecto estimulante del bupropion se atribuye en mayor medida a la noradrenalina y
las propiedades reforzantes a la dopamina. Teniendo en cuenta la base de su estructura
quimica y las propiedades farmacolégicas, algunos autores han propuesto que el bupropion
puede ejercer efectos psicotrépicos estimulantes y conllevar riesgo de abuso. Si bien este
farmaco tiene una accién débil sobre la dopamina y es un inhibidor del transportador de la
noradrenalina in vitro en comparacion con otras sustancias psicoestimulantes (Simmler y
cols., 2013), por lo general en sujetos humanos no tiene efectos psicoestimulantes o
gratificantes cuando se usa por via oral y a dosis terapéuticas. Sin embargo, se ha encontrado
que puede crear adiccion cuando el bupropién se administra por via intranasal (Yoon y

Westermeyer, 2013) o en dosis altas (Costa y cols., 2015).

A nivel neuroanatémico, algunas investigaciones indican que el bupropion ejerce gran
parte de su accion en diversas estructuras cerebrales, siendo una de ellas el estriado dorsal,
probablemente el principal centro modulador que integra la informacion sensoriomotora,

cognitiva y motivacional que lleva a procesos de toma de decision y su correspondiente
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conducta motora (Kimchi y cols., 2009). Santamaria y Arias (2010) encontraron que el
bupropion modula la liberacion de neurotransmisores en el estriado dorsal induciendo
actividad motora en ratas. Ademas, Nomikos y colaboradores (1989) ya habian confirmado
previamente que el efecto agudo del farmaco incrementaba las concentraciones de dopamina
y sus metabolitos en el estriado y en el ndcleo accumbens, correlacionando dicho pico con
las conductas estereotipadas de los animales y con la actividad motora en ratas. EI bupropion
también modula la liberacion de dopamina y de glutamato en el estriado dorsal. Dicha
modulacion se asocia a los efectos excitatorios iniciales mediados por el farmaco. También
se ha observado que el efecto inicial estimulante del glutamato se desvanece con la
administracion a largo plazo de bupropidon. Estos resultados cuestionan la posible relacion
entre cambios en los niveles de glutamato y el efecto excitotéxico que se produce tras un
tratamiento a largo plazo con bupropion. De hecho, la ingestion de altas dosis de bupropién
puede causar graves problemas de salud, especialmente atribuibles a su efecto
convulsionante (Pesola y Avasarala, 2002)

El tratamiento tanto agudo como crénico de bupropion también puede tener efectos sobre
el locus coeruleus y el rafe dorsal (ver Figura 2). Investigaciones experimentales han
confirmado que el bupropion administrado agudamente (dosis de 30 mg/kg/dia durante 2
dias) reduce la tasa de disparo de las neuronas del locus coeruleus, de forma dosis-
dependiente, sin producir cambios en las neuronas dopaminérgicas del area tegmental
ventral (Dong y Blier, 2001). Estas acciones ponen de manifiesto una accion presinéptica
noradrenérgica, aunque este efecto tiende a desaparecer cuando el tratamiento se prolonga
14 dias, lo que refleja la desensibilizacion de receptores o2-adrenérgicos. La administracion
de bupropidn en el rafe dorsal de la rata incrementa hasta en un 40% la tasa de disparo de
las neuronas serotoninérgicas, y esta tasa se mantiene cuando el régimen se prolonga durante
14 dias. Se hipotetiza que dicho efecto estaria mediado por la desensibilizacion de los
autoreceptores 5-HT1A (EI Mansari y cols., 2008).

Por otro lado, los estudios realizados mediante resonancia magnética han confirmado
que el bupropion produce activacion neuronal en areas cerebrales relacionadas con la
atencion (corteza prefrontal, giro frontal inferior y nucleo caudado derecho) y disminucion
en la actividad de la amigdala (Robertson y cols., 2007). Dichas observaciones apuntan a

que este farmaco activa las funciones ejecutivas y atenta las relacionadas con las emociones,
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por lo que estaria recomendado en pacientes depresivos con predominio de sintomas
neurocognitivos. También se ha sugerido que este farmaco puede mejorar el enlentecimiento

cognitivo y la pseudodemencia depresiva (Stahl, 2013).

Non-competitive Bed nucleus of Dopamine
nicotine stria terminalis reuptake
antagonist inhibition
Corpus
callosum
Prefrontal Ventral
cortex tegmental
area
Raphé
nuclei
Nucleus =
accumbens Ped#nculo
shell DORLUE
nucleus
. Serotonin
Noradrenergic Hippocampus Central nucleus reuptake
inhibition of the amygdala inhibition

Figura 2. Mecanismo de accion del bupropion (Tomado de Alentorn y cols., 2010).

Una de las teorias aceptadas sobre la etiologia de la depresién es la hipGtesis
colinérgica-adrenérgica. De acuerdo con esta hipétesis, la hiperactividad o hipersensibilidad
del sistema colinérgico sobre el sistema adrenérgico puede conducir a estados de animo
depresivos (Shytle y cols., 2002). Por lo tanto, los antagonistas del receptor nicotinico de
acetilcolina (NnAChR) pueden reducir los sintomas de la depresion. Los estudios in vitro han
demostrado que el bupropion y otros antidepresivos poseen efectos antagonistas sobre los
nNAChR neuronales (Arias y cols., 2010). Es posible que el efecto antidepresivo del
bupropidn se encuentre parcialmente mediado por su accion antagonista sobre el NAChR.

Ademas, se considera que la subunidad p4 desemperiaria un papel modulador en el efecto
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antidepresivo tras la administracion crdnica del bupropién (Radhakrishnan y cols., 2013).

Por otro lado, el mecanismo de accién del bupropién para dejar de fumar no se ha
clarificado completamente, aunque la efectividad de este farmaco para inducir abstinencia a
la nicotina parece ser independiente de sus propiedades antidepresivas (Paterson, 2009). Se
ha sugerido que su eficacia en el tratamiento de la dependencia a la nicotina puede estar
relacionado con su actividad como antagonista nicotinico. Numerosos estudios han
confirmado que el bupropion y sus metabolitos actian como antagonistas no competitivos
de los receptores colinérgicos nicotinicos (Pandhare y cols., 2012). Estudios recientes
implican a la subunidad B4 de los receptores nicotinicos colinérgicos, y en particular los
ubicados en la habénula medial, como claves en la adiccion a la nicotina y en el posible
efecto beneficioso del bupropion para ayudar a dejar de fumar (Grady y cols., 2009). De
hecho, la subunidad B4 se encuentra involucrada en los sintomas de abstinencia de la nicotina
(Salas y cols., 2009).

La adiccion a la nicotina esta relacionada con la interaccion de la nicotina con los
receptores nicotinicos y con un aumento de la actividad dopaminérgica en el sistema de
refuerzo cerebral (West y cols., 2008). Como ya se ha mencionado el bupropion,
administrado cronicamente, favorece un aumento de la concentracion de dopamina en el
nacleo accumbens. Por ello, se considera que potenciar la liberacion de dopamina en dicho
nacleo contribuira de forma beneficiosa a paliar los efectos desagradables del dejar de fumar
(Wilkes, 2008). Asi mismo, este aumento en la excitabilidad de las neuronas dopaminérgicas
podria contribuir a la accion antidepresiva del bupropion y a reducir el riesgo de recaidas en
las personas que dejan de fumar con este farmaco. Esta comprobado que el bupropién
contrarresta tanto los aspectos afectivos, como los somaticos del sindrome de abstinencia a

la nicotina (Paterson y cols., 2007).

2.2. Indicaciones clinicas

El bupropion es un medicamento de amplio espectro con multiples indicaciones
terapéuticas: trastorno de depresion mayor, trastorno afectivo-estacional, depresion bipolar,
disfuncion sexual, trastornos de ansiedad, trastorno por déficit de atencion y la adiccion a la

nicotina. Aunque en el apartado anterior ya se han sefialado algunas de las propiedades
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terapéuticas del bupropion, a continuacion nos centraremos principalmente en destacar las

indicaciones clinicas mas habituales de este farmaco.

Respecto a sus efectos como antidepresivo, el inicio de su accion terapéutica como
antidepresivo no es inmediato, sino que a menudo se retrasa de 2 a 4 semanas. Una vez se
produce la remisién completa de los sintomas depresivos, hay que continuar con el
tratamiento durante un afio para el primer episodio de depresion. Para el segundo y sucesivos
episodios de depresion, el tratamiento podia ser indefinido. El perfil terapéutico del
bupropién como antidepresivo (Wellbutrin ®) es comparable a los inhibidores selectivos de
la recaptacion de la serotonina (ISRS) como la fluoxetina o sertralina (Kavoussi y cols.,
1997) o a la venlafaxina (Hewett y cols., 2010), con un minimo efecto sobre el desempefio
neurocognitivo y sobre la actividad sexual. Ademas, causa menos somnolencia que el ISRS
citalopram y no aumenta de modo significativo las concentraciones de acido drico o
colesterol asociadas generalmente al aumento de peso. Generalmente, el bupropion no es
sedante, ni tiene propiedades antihistaminicas. De hecho, su perfil dopaminérgico le confiere
propiedades levemente estimulantes. Con frecuencia se tiene en cuenta este efecto
estimulante al seleccionar el bupropion para los pacientes con depresién inhibida: el perfil
clinico de estos pacientes incluye disminucion de la energia, el interés y la existencia de una
marcada anhedonia (para una revisién mas amplia puede consultarse Goldberg y cols.,
2015).

Siguiendo a Stahl (2013), a continuacion detallamos brevemente algunos otros posibles

usos del bupropion:

e En el tratamiento de episodios depresivos en el trastorno bipolar podria ser eficaz
la administracién de bupropion. Existen estudios de casos que sugieren que es
menos probable que este farmaco induzca a mania o ciclado rapido, aunque los
episodios maniacos pueden ocurrir.

e El bupropién también se emplea en el tratamiento de la fobia social (Emmanuel
y cols., 1991) y en el trastorno de ansiedad generalizada (Bystritsky y cols., 2008)
asi como en fumadores que sufren estrés postraumatico (Hertzberg y cols., 2001).

e EI trastorno afectivo estacional (TAE) consiste en episodios depresivos
recurrentes en el otofio/invierno con remisiones en primavera/verano. En la
actualidad, el bupropion es el Unico farmaco aprobado por la FDA para esta

indicacion.
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Para el uso en nifios y adolescentes se deben sopesar riesgos y beneficios del
tratamiento farmacologico y monotorizar a los pacientes de manera presencial y
regularmente, especialmente en las primeras semanas de tratamiento. Este
farmaco ha sido administrado en nifios y adolescentes con TDAH, para la
depresion y como tratamiento del tabaquismo (Stahl, 2013). En los adolescentes
las dosis son similares a las aplicadas generalmente en adultos. En nifios puede
que la dosis requerida inicial sea més baja, con un maximo de 300 mg/dia. Se ha
demostrado que este farmaco mejora los sintomas depresivos en adolescentes
que sufren depresion mayor (Kosten y Kosten, 2004) y TDAH gue no responden
a terapias tradicionales o que no toleran sus efectos adversos (Kollins, 2009). En
este sentido, se ha encontrado que su administracién diaria, durante al menos
ocho semanas, promueve un incremento de la atencion hasta en un 52% siendo
su perfil similar al metilfenidato, resultando seguro, bien tolerado y con una baja
tasa de abandono (Wilens y cols., 2001).

Los estabilizadores del humor o los antipsicéticos atipicos también pueden ser
afiadidos al tratamiento con bupropidn para la depresion psicotica o la depresion
resistente al tratamiento. La combinacidn con mirtazapina o modafinilo pueden
ser coadministrados para aliviar los sintomas residuales de depresion o TDAH.
El fundamento de estas asociaciones es que teéricamente se estdn combinando
dos mecanismos de accion complementarios.

El bupropion puede utilizarse como un agente potenciador en combinacion con
otro grupo de antidepresivos tales como un ISRS o un ISRN. Ademas, también
es til en pacientes que sufren depresion y trastornos de ansiedad concomitante
(Schoevers y cols., 2008).

Varios estudios han observado que el bupropién puede ser util en enfermedades
inflamatorias tales como la enfermedad de Crohn y psoriasis (Hajhashemi y
Khanjani, 2014). También se utiliza para mejorar el cuadro denominado fibro—
fog (dificultades cognitivas asociadas al dolor) en los pacientes con fibromialgia
(Stahl, 2013).
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Efectos adversos y sobredosificacion

Los efectos adversos del bupropion se manifiestan generalmente en un bajo porcentaje
de sujetos que lo consumen (Dwoskin y cols., 2006). Cuando se presentan estos efectos
pueden ser molestos y presentar riesgos, ya que incluyen taquicardia, hipertension, insomnio,
agitacion, temblores y algunos sintomas gastrointestinales, probablemente causados por las
acciones de la noradrenalina y la dopamina en ciertas zonas del cerebro. Otros efectos
secundarios se relacionaron con las acciones periféricas de la noradrenalina, tales como
sequedad de boca, estrefiimiento, nduseas y sudoracion. Muchos de estos efectos dependen
de la dosis (por ejemplo, aumentan cuando lo hace la dosis o0 reaparecen hasta que se vuelve
a desarrollar tolerancia), mientras otros dependen del tiempo (es decir, comienzan
inmediatamente al administrar la dosis o cuando la dosis aumenta, pero desaparecen con el
tiempo) (Stahl, 2013).

Al igual que otras terapias antidepresivas, el bupropion no debe emplearse en pacientes
que padecen convulsiones, han sufrido traumatismo craneal, bulimia, anorexia, o aquellos
que abandonan bruscamente el consumo de alcohol, opidceos o benzodiacepinas, ni en
sujetos que estan consumiendo antipsicoticos o antidepresivos inhibidores de la monoamino-
oxidasa. También su uso esta limitado en pacientes con enfermedad coronaria (Le Houezec
y Aubin, 2013). Su prohibicién en trastornos de la conducta alimentaria es debida a un
aumento del riesgo de crisis convulsivas observadas en pacientes con bajo peso corporal con
una anorexia nerviosa activa que tomaron altas dosis de bupropion de liberacion inmediata
(Stahl, 2013).
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2.3. El bupropion como tratamiento para dejar de fumar

Evitar el consumo de tabaco supone actualmente un reto de salud publica de gran
magnitud. Con el objetivo de paliar la mortalidad y morbilidad relacionadas con el
tabaquismo, los Estados miembros firmantes del Convenio Marco de la OMS (Junio de
2003) se comprometieron a proteger la salud de su poblacion, asociandose en la lucha contra
la epidemia del tabaquismo. El articulo 14 del Convenio Marco para el Control del Tabaco
establece que cada pais debe aplicar medidas politicas e intervenciones y proveer asistencia
para dejar de fumar. Con el fin de ayudar a los paises a cumplir los acuerdos de este Convenio
Marco, en el afio 2008 la OMS establecio un plan (MPOWER), cuya finalidad es ayudar en
la planificacion, establecimiento y evaluacion de alianzas nacionales e internacionales y, al
mismo tiempo, facilitar el acceso a los recursos financieros destinados a las actividades de
control del tabaco.

En Espafia las medidas que se articularon conforme al Convenio Marco, con el fin de
reducir el tabaquismo, quedaron recogidas en la Ley 28/2005, de 26 de diciembre, sobre
“Medidas sanitarias frente al tabaquismo y reguladora de la venta, el suministro, el
consumo y la publicidad de los productos del tabaco . Esta ley establece entre sus objetivos:
las limitaciones en la venta, suministro y consumo de los productos del tabaco, la regulacion
de su publicidad, promocion y patrocinio, medidas de prevencion del tabaquismo, de
promocion de la salud y de facilitacion de la deshabituacion tabaquica, asi como el régimen
de las infracciones y sanciones. Todas estas medidas se enmarcan en el contexto de las
politicas de salud publica que las Administraciones deben promover y tienen que
complementarse con programas para hacer frente al tabaquismo. Asi, las Administraciones
competentes podran favorecer el desarrollo de programas de investigacion, educacion,
prevencion, control del tabaquismo y facilitacién de la deshabituacion tabaquica. Esta
legislacion fue modificada en parte por la Ley 42/2010, de 30 de diciembre, ante la necesidad
de avanzar en la proteccion de la salud de los ciudadanos al ampliar la prohibicion de fumar

en espacios publicos cerrados y colectivos.

La Encuesta Nacional de Salud 2011/12 (ENSE2011) aporta datos sobre prevalencia y
otros indicadores de consumo de tabaco en adultos posteriores a la implantacién de la Ley
42/2010. Los datos muestran una reduccion de la prevalencia de consumo tabaco respecto a
la del 2009. Asi, la prevalencia de fumadores actuales (diarios y ocasionales) es del 27% en
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adultos en 2011, frente al 29,9% de 2009 (segun el Informe a las Cortes Generales de
Evaluacion del Impacto sobre la Salud Publica de la Ley 42/2010).

Es un hecho que dejar de fumar representa para el fumador un proceso dificil, en el que
las posibilidades de éxito no estdn claramente determinadas. Aunque el simple
asesoramiento médico para dejar de fumar ya incrementa la tasa de abandono de las
personas fumadoras, se ha observado que se produce un incremento de hasta el 30% en las
tasas de abstinencia en funcién del tiempo que el médico pasa con el paciente (Stead y
Lancaster, 2012). Una minima intervencion para la adiccion al tabaco incluye varios pasos:
preguntar, aconsejar, evaluar, asistir y organizar (Guia Clinica de 2014, American Cancer
Society). Actualmente existen numerosos tratamientos tanto psicolégicos como
farmacoldgicos para ayudar en este proceso de abandono de la adiccion a la nicotina. Las
estrategias para la deshabituacion tabaquica se centran principalmente en el asesoramiento
conductual para mejorar la motivacién y apoyar los intentos de abandono del tabaco. Las
intervenciones farmacoldgicas intentan reducir las propiedades reforzantes de la nicotina y
paliar los sintomas asociados al sindrome de abstinencia. Entre los tratamientos
farmacoldgicos que han demostrado ser eficaces para dejar de fumar destacan actualmente
como tratamiento de primera linea: tratamiento sustitutivo con nicotina (TSN), el bupropion
y la vareniclina (Van Boven y Verner, 2015). A continuacion se expondran las principales
caracteristicas de cada uno de estos tratamientos farmacoldgicos.

La TSN fue el primer tratamiento farmacoldgico de eficacia probada para el tratamiento
de laadiccion al tabaco. Este tipo de intervencion pretende paliar el sindrome de abstinencia
ya que el sujeto obtiene la nicotina por una via diferente a la del cigarrillo, pudiendo ser
absorbida a través de la piel, la mucosa bucal o nasal o por la saliva. Recientemente se estan
empleando los “sistemas electronicos de administracion de nicotina” (SEAN), entre los
cuales los cigarrillos electronicos son el prototipo mas comun. El cigarrillo electrénico se
ha estado comercializando con casi 8000 aromas diferentes, habiendo quedado regulado su
uso por la OMS a fecha 27 de febrero de 2005. En Espafia, actualmente el Ministerio de
Sanidad se encuentra concretando la regulacion del cigarrillo electronico.

En relacion con el bupropidn, inicialmente tras ser sintetizado y comercializado, se
utiliz6 como antidepresivo. Sin embargo, actualmente es uno de los farmacos no nicotinicos
que se administran para ayudar a dejar de fumar. El inicio de su uso en el tratamiento de la

dependencia al tabaco fue, en parte, resultado de la observacion anecdotica de que los
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pacientes que estaban siendo tratados con este farmaco para la depresion manifestaban con
frecuencia que querian dejar de fumar. En Espafia, se comercializ y autoriz6 su uso como
tratamiento de ayuda en la deshabituacion tabaquica en Julio del afio 2000.

La eficacia del bupropidon (Zyntabac® y Quomen®) para dejar de fumar ha sido
ampliamente demostrada, tal como ya se ha ido mencionando en las paginas precedentes.
Un meta-andlisis que incluyé 12 ensayos clinicos randomizados, demostré un odds ratio
(OR) de 1.82 (CI95% 1,60-2,06) (Cahill y cols., 2013). EI tratamiento con 300 mg de
bupropion durante dos semanas disminuye algunos de los sintomas del sindrome de
abstinencia: irritabilidad, frustracién, ansiedad, dificultad de concentracion, inquietud y
depresion (Cincipirini y cols., 2013). También parece atenuar el incremento de peso que
ocurre después de dejar de fumar (Farley y cols., 2012), tanto durante la fase de tratamiento
como en la abstinencia (Hays y Ebbert, 2003). Dicha disminucion del peso es un factor
importante en el éxito del tratamiento ya que muchos fumadores no abandonan el tabaco por
miedo al aumento de peso, y en algunos casos dicho incremento puede actuar como un
desencadenante que provoque la recaida.

Los estudios clinicos muestran que el bupropion es igual de eficaz en hombres que en
mujeres como tratamiento para la adiccion al tabaco (Hays y Ebbert, 2003). En un estudio
previo se encontrd que los fumadores que metabolizaban la nicotina mas répidamente
obtenian un mejor resultado en la tasa de abandono que los metabolizadores lentos, quienes
tuvieron unas tasas de abandono similares entre el placebo y el bupropién (32%). En cambio,
en el grupo de metabolizadores rapidos la tasa de abandono fue del 10% con el placebo y
34% en los tratados con bupropion tras diez semanas de tratamiento. Sin embargo, a los 6
meses de seguimiento, la relacion entre la velocidad de metabolismo y el cese se mantuvo
similar, no resultando las diferencias ya estadisticamente significativas (Paterson y cols.,
2008). Actualmente este farmaco, sélo o combinado con terapia de sustitucion con nicotina,
esta siendo utilizado como tratamiento de primera linea en la farmacoterapia para dejar de
fumar (Stead y Lancaster, 2012). Los primeros trabajos ya observaron que el bupropion
inducia tasas mas altas de abstinencia que el placebo o los parches administrados de forma

aislada (Jorenby y cols., 1999).

La vareniclina es el tratamiento méas recientemente aprobado por la FDA y la Agencia
Europea del Medicamento para dejar de fumar. Este farmaco es un agonista parcial de los

receptores nicotinicos de acetilcolina a4p2. Al ser estimulados estos receptores se produce
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la liberacion de dopamina en el nicleo accumbens, induciéndose asi los efectos placenteros
buscados por el fumador. Se considera que actia mediante un doble mecanismo de accion:
aliviando los sintomas de abstinencia y reduciendo los efectos reforzantes de la nicotina. A
pesar de que existe cierta controversia en cuanto a la seguridad del bupropion y la
vareniclina, la relacion beneficio/riesgo resulta positiva (Cahill y cols., 2013). Comparando
los efectos de los dos tratamientos farmacoldgicos no nicotinicos (bupropion vs vareniclina)
con respecto al placebo se ha hallado que el tratamiento es efectivo en el 23% de los sujetos
tratados con vareniclina y en el 16% de los tratados con bupropion, manteniéndose
abstinentes después de un 1 afio, en comparacion con sélo el 9% de los tratados con placebo
(Knight y cols., 2010).

Aunque los tres farmacos anteriormente descritos son los tratamientos que han mostrado
mayor eficacia para dejar de fumar, existen otras aproximaciones terapéuticas que tambiéen
se utilizan para el abandono del tabaco. Por ejemplo, hay una segunda linea de tratamientos
farmacologicos entre los que se incluyen la nortriptilina (antidepresivo triciclico) y la
clonidina (agonista a2 noradrenérgico) (Cahill y cols., 2013). Igualmente, los avances en el
conocimiento de la biologia molecular de los receptores colinérgicos nicotinicos neuronales
estan permitiendo el desarrollo de nuevas moléculas con mayor selectividad para cada
subtipo de receptor entre los que destaca el receptor nicotinico a4fB2. En esta linea, diversas
investigaciones que han empleado técnicas genéticas para generar ratones mutantes, en
donde faltan una o dos de las subunidades de los receptores nicotinicos, sugieren que las
subunidades a5, a3 y/o B4 nAChRs regulan muchas actividades relacionadas con la
adiccion a la nicotina (Thorgeirsson y cols., 2010).

El uso de agonistas nAChRs puede representar una nueva terapia farmacoldgica y
ofrecer una importante oportunidad para el tratamiento del tabaquismo (Navarrete y cols.,
2013). La investigacion en este ambito continda actualmente en maltiples direcciones y se
estan abriendo nuevas perspectivas en los estudios acerca de la farmacologia de la nicotina.
Los estudios se estan centrando también en agentes (o sustancias) no nAChR como
candidatos para el desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de la dependencia del
tabaco (Tonstad y Aubin, 2012). Recientemente, Navarrete y colaboradores (2013)
empleando ratones que no tienen o en los que es bloqueado mediante farmacos el receptor
cannabinoide CB2 observaron que presentaban una disminucion del efecto reforzante y

motivacional de la nicotina.
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Una estrategia novedosa es la vacuna antinicotinica, con la que se intenta que el sistema
inmune reconozca a la nicotina como un extrafio y desarrolle una respuesta inmune contra
la droga (Goniewitz y Delijewski, 2013). Al mismo tiempo, la tendencia creciente en los
ensayos clinicos ha sido estudiar compuestos que no requieren aprobacion de la “Food and
Drug Administration” (FDA) para dejar de fumar, al clasificarse como complementos
alimenticios, tales como la S-adenosil-L-metionina (SAMe) y la N-acetil-cisteina (NAC).
Los estudios indican que la S-adenosil-L-metionina actda incrementando los
neurotransmisores monoaminergicos especialmente cuando los niveles de dopamina son
bajos, consiguiendo de esta forma atenuar los efectos negativos que se produce durante el
sindrome de abstinencia y facilitando la abstinencia a largo plazo (Hugues y cols., 2014;
Kagan y cols., 1990). En modelos preclinicos, la NAC normaliza la disminucion de los
niveles de glutamato basal en el nicleo accumbens, consiguiéndose una disminucion en los
comportamientos de busqueda de la nicotina (Baker y cols., 2003). También se ha observado
que produce una reduccion en el nimero de cigarrillos consumidos por los fumadores
(Knackstedt y cols., 2009).

Teniendo en cuenta el gran nimero de estrategias y tratamientos terapéuticos existentes
para abordar el tabaquismo, cada vez mas se recomienda que el tratamiento se realice de
manera individualizada en funcion de cada paciente. Para ello se tiene que tener en cuenta
las variables especificas del fumador, la combinacion de tratamientos farmacolégicos y
psicolégicos que pueden ejercer efectos inmediatos en los sintomas del sindrome de
abstinencia, asi como efectos de larga duracion gracias al desarrollo de estrategias y

habilidades cognitivas y comportamentales.

Puesto que la mayor parte de los fumadores adultos indican que empezaron a fumar
en la adolescencia, actualmente se ha establecido como una prioridad de salud puablica la
implementacion de programas para ayudar a abandonar el tabaquismo en la adolescencia.
Sin embargo, aunque existe una amplia literatura sobre los maltiples tratamientos para dejar
de fumar en los adultos, los estudios en adolescentes son escasos y contradictorios. En la
revision realizada por Bailey y colaboradores (2012) acerca de la eficacia y tolerabilidad de
la farmacoterapia en la adolescencia se concluyé que el bupropion también puede ser
efectivo en dicha poblacion (Bailey y cols., 1012). En cambio, otros estudios no han podido

confirmar este efecto beneficioso en poblacidn adolescente (Stanton y Grimshaw, 2013).
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La adolescencia es una época de grandes transformaciones tanto en humanos como en
animales. Los cambios en este periodo evolutivo se producen a nivel neural, hormonal, y
psicosocial. La labilidad emocional, la impulsividad y la asunciéon de riesgos son
caracteristicas de la adolescencia humana y se asocian con una mayor vulnerabilidad a una
variedad de trastornos neuropsiquiatricos y a la adiccion (Andersen, 2003). Las
caracteristicas de comportamiento de la adolescencia se cree que reflejan la maduracion
incompleta de los sistemas neuronales de la regulacion de las emociones y el control del
comportamiento inhibitorio (Hariri y Holmes, 2006).

El tabaquismo puede ser considerado como un comportamiento de basqueda del riesgo,
que resulta ser especialmente perjudicial en un periodo evolutivo en el que el cerebro de los
adolescentes sigue desarrollandose (Konrad y cols., 2013). De hecho, las conductas de
asuncion de riesgos conllevan una excitacion fisioldgica placentera inmediata que puede
relacionarse con resultados indeseables, como es el consumo de sustancias o el
comportamiento agresivo (Boyer, 2006). Diversas investigaciones han propuesto que una de
las estructuras cerebrales mas vinculadas a las conductas de busqueda de riesgo es la corteza
prefrontal (Steinberg, 2007), aunque las técnicas de neuroimagen aportan evidencia de que
otras estructuras cerebrales también estan implicadas en los comportamientos arriesgados
del adolescente. Se sabe que en este periodo hay una mayor activacion del circuito
mesolimbico que se encuentra relacionado con el placer y la recompensa. Asimismo, la
interrelacion entre los mecanismos cerebrales de la recompensa y los encargados de la
informacién emocional pueden llevar a los adolescentes a asumir méas conductas de riesgo
en presencia de iguales que cuando se encuentran solos (ver revision de Smith y cols., 2015).
Dentro de las conductas de asuncion de riesgo se incluyen algunos comportamientos
antisociales, relacionandolo de esta forma con la agresividad, la impulsividad y el
autocontrol, por lo que se ha sugerido que pueden compartir la misma base neuroldgica,
dependiendo de esta forma de circuitos cerebrales similares, los cuales como ya se ha dicho
anteriormente experimentan importantes cambios durante la adolescencia.

En relacion con la conducta agresiva, los estudios con técnicas de neuroimagen
corroboran lo hallado en la investigacién animal, de forma que el circuito de amenaza que
comprende la amigdala, el hipotalamo y la sustancia gris periacueductal, se encuentran
relacionados con la agresividad, activandose en situaciones de estrés 0 amenaza, bajo el

control de la corteza cerebral. Por lo que, al igual que en la asuncién de riesgos, la
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agresividad puede verse incrementada tanto por la hiperexcitabilidad del sistema de
amenaza, por un déficit en la regulacion prefrontal, asi como por los niveles hormonales
propios de la adolescencia (Blair, 2004).

Dado que en el presente trabajo se han utilizado roedores como sujetos experimentales
en modelos animales que evaltan los efectos cognitivos y emocionales del bupropién, a
continuacion, y previa a la exposicion de los estudios experimentales llevados a cabo en la
presente Tesis Doctoral, se realizard una breve descripcion de las investigaciones realizadas
por otros autores y que aportan datos de interés para conocer los efectos conductuales del

bupropidn, asi como su interaccion con la nicotina.

3. ACCIONES CONDUCTUALES DEL BUPROPION EN MODELOS

ANIMALES

El desarrollo de modelos animales apropiados que permitan estudiar las bases bioldgicas
de las enfermedades psiquiéatricas facilita el hallazgo de nuevas estrategias terapéuticas. En
este sentido, el estudio de los efectos del bupropidn aplicando diferentes modelos animales
constituye una fuente importante de informacion acerca del mecanismo de accién de dicho
farmaco y sus posibilidades terapéuticas. Gran parte de la investigacion ha empleado
roedores, especialmente ratas, como sujetos experimentales, aunque en un estudio clasico
realizado por Suckow y colaboradores (1986) ya describieron diferencias importantes en la
accion de este antidepresivo entre ratas y ratones. Estos autores hallaron que, a diferencia de
las ratas, los ratones metabolizaban el bupropion de forma similar a los humanos, lo que
justifica el interés de utilizar ratones como sujetos experimentales para valorar los efectos

fisioldgicos y conductuales de este farmaco.

Por otra parte, las investigaciones sobre los efectos del bupropion, tanto en sujetos
humanos como en roedores, han puesto de manifiesto la importancia de las diferencias
individuales en el efecto de este antidepresivo (Duclot y Kabbaj, 2013). Actualmente esta
aceptado que la manifestacion de diferentes trastornos mentales se relaciona con diferencias
individuales que van a influir sobre la mayor o menor vulnerabilidad al desarrollo de los
mismos. Por lo tanto, se espera que dichas diferencias individuales sean detectadas en los
modelos animales que se emplean para evaluar la efectividad de un farmaco en las conductas

gue se asocian a una determinada enfermedad (Armario y Nadal, 2013).
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3.1. Efectos del bupropion sobre la actividad motora

Con el objetivo de evaluar los cambios conductuales asociados al efecto del bupropion
sobre la actividad motora se han empleado diversas técnicas. Los métodos mas especificos
son el actimetro y el test de campo abierto, pero también se han aplicado otros instrumentos
que permiten valorar de forma indirecta los efectos psicomotores del bupropién, como la
prueba de natacion forzada y el test de suspension de la cola (Cunha y cols., 2012).

Diversos trabajos han confirmado que tanto el tratamiento agudo como cronico con
bupropién induce un incremento de la actividad motora en roedores de forma dosis
dependiente (Redolat y cols., 2005). Este efecto locomotor se mantiene e incluso se
intensifica con la administracion repetida del farmaco (Nomikos y cols., 1992). En nuestro
laboratorio empleando dosis elevadas e intermedias (20, 15 y 10 mg/kg) de bupropién
pudimos observar en el actimetro que este farmaco incrementaba la actividad motora de los
animales de diferentes edades (adultos, adolescentes y preadolescentes) (Redolat y cols.,
2005). Tucka y colaboradores (2005) hallaron que dosis de 75 a 150 mg/kg provocaban en
los ratones convulsiones clénicas de forma dosis-dependiente, induciendo deterioro motor.
El incremento de la actividad motora esta mediado por el sistema dopaminérgico, ya que la
destruccion de neuronas dopaminérgicas con 6-hidroxidopamina (6-OHDA) impide la

aparicion de esta conducta (Cooper y cols., 1980).

Por otro lado, los estudios previos indican que la administracion crdnica de bupropion
(durante 14 dias) potencia la actividad locomotora de forma similar a la inducida por el
tratamiento con anfetaminas (Klimek y cols., 1985). En esta linea, otras investigaciones han
evaluado si seria posible condicionar la hiperactividad inducida por dicho farmaco al igual
que ocurre con otras drogas psicoestimulantes, tales como anfetamina, cocaina o nicotina
(Wilkinson, 2007). Los resultados obtenidos sefialan que este condicionamiento es posible:
el procedimiento que incluia asociar repetidamente el bupropion con sefiales ambientales
demostro que estas claves ambientales en ausencia del farmaco producian un incremento en
la actividad motora (Wilkinson, 2007).

La actividad motora en roedores también puede medirse de forma indirecta a través del
test de natacion forzada, test que fue desarrollado por Porsolt y colaboradores en 1977, y que
se ha convertido en una prueba estandar para valorar los efectos antidepresivos en roedores.

En este procedimiento los ratones o ratas son introducidos en un tangue con agua durante el
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breve periodo que dura el test, teniendo en cuenta la actividad motora y cuantificando los
periodos de inmovilidad (flotacion). Los tratamientos con antidepresivos disminuyen el
tiempo que el animal esta inactivo o inmdvil en el tanque de agua. Hutchison y Weis (2005)
encontraron que el tratamiento crénico (14 dias) con bupropion disminuia la conducta de
flotacion de las ratas tanto en machos como en hembras. Otras investigaciones también
confirman que las dosis altas y medias disminuyen la inmovilidad en el test de natacion
forzada y en el test de suspension de la cola en ratones adultos (Cunha y cols., 2008). Este
efecto anti-inmovilidad se ha asociado principalmente a los metabolitos activos del
bupropién como el hidroxibupropién (Dwoskin y cols., 2006), y también a sus acciones
sobre los receptores dopaminérgicos D1y D2, ya que si se administra conjuntamente con un
antagonista de los receptores D1 (SCH 23390) o D2 (sulpiride) se revierte su efecto (Yamada
y cols., 2004).

Una parte de las investigaciones emplean como sujetos experimentales a roedores que
previamente han sido manipulados genéticamente, lo que les hace méas vulnerables a los
tratamientos farmacoldgicos. En esta linea, Haenisch y colaboradores (2009) observaron que
los ratones NETKO resistentes a las conductas de depresion respondian al tratamiento con
bupropién disminuyendo significativamente el tiempo de inmovilidad en el test de natacion
forzada en comparacion con los ratones tratados con salino. En ratas tratadas con la hormona
adrenocorticotropina, que potencia la resistencia a la depresion, la administracién de
bupropién también causa una reduccion de la inmovilidad en esta prueba conductual
(Kitamura y cols., 2010).

En resumen, los resultados expuestos anteriormente muestran la accion motora del
bupropidon en roedores, lo que podria influir en la conducta mostrada por los roedores en

otros modelos animales.

3.2. Efectos del bupropion sobre el aprendizaje y la memoria

Existe creciente interés en el desarrollo de farmacos que mejoren el aprendizaje y una
gran parte de las investigaciones emplean modelos animales que evalian memoria espacial
asociada al hipocampo ya que esta es especialmente vulnerable a los efectos de la edad. Con
este fin se aplican diferentes paradigmas como son el laberinto de agua, el laberinto en Y o
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el radial (Sharmay cols., 2010). El aprendizaje también puede ser medido a través de tareas
de condicionamiento (Portugal y Goulgd, 2007).

Existen pocos estudios en modelos animales que valoren los procesos relacionados con
el aprendizaje y la memoria tras la administracion de bupropion. Se ha hipotetizado que el
tratamiento con este farmaco produce efectos similares a la nicotina en las tareas de
condicionamiento clasico y operante (Wilkinson y Bevins, 2009). Por ejemplo, estudios
previos hallaron que el bupropién podia sustituir los efectos interoceptivos de la nicotina en
tareas de condicionamiento operante (Wiley y cols., 2002) y en tareas de condicionamiento
paulovianas (Bevins y cols., 2006). En un trabajo realizado por Portugal y Gould (2007) se
mostré que los ratones tratados previamente con nicotina durante 12 dias y en periodo de
abstinencia de 24 horas, la administracion de altas dosis de bupropién (20 y 40 mg/kg)
producia un deterioro del aprendizaje de forma dosis dependiente en ambos tipos de
condicionamientos. Sin embargo, la dosis baja de bupropion (5mg/kg) revertia el déficit en

el condicionamiento contextual.

Otras investigaciones han encontrado que este farmaco mejora el rendimiento en otro
tipo de tareas de aprendizaje (Rauhut y cols., 2008). Asi, Kruk y colaboradores (2011),
empleando el test del laberinto elevado en cruz para evaluar los procesos relacionados con
la memoria, observaron que el tratamiento agudo de bupropién (10 o 20 mg/kg) previo a la
administracion de una inyeccidén de nicotina atenuaba tanto el efecto amnésico de la
escopolamina, como el antiamnésico inducido por la nicotina. En otros modelos animales
también se ha constatado que el bupropion produce cambios en la capacidad de aprendizaje
de las ratas. Por ejemplo, induce preferencia de lugar (Ortmann, 1985), interrumpe la
respuesta de latencia inhibitoria de forma dosis-dependiente medida en el test de
condicionamiento emocional (Lipina y Roder, 2010) y mejora la recuperacién de la prueba
de evitacion inhibitoria, la cual se considera un buen modelo para evaluar la memoria con
alto contenido emocional (Barros y cols., 2002). El farmaco también revierte el deterioro
inducido por reserpina en el test de evitacion condicionada cuando se administra a dosis de
40 mg/kg (Nakawa y cols., 1997).

Recientes estudios realizados por Kale y Addepalli (2015) empleando el laberinto
elevado y el laberinto de agua han hallado que el bupropion solo o combinado con duloxetina

mejora las funciones cognitivas en ratones.
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3.3. Efectos del bupropion sobre la ansiedad, la conducta exploratoria y la busqueda
de novedad

En la investigacion experimental se han aplicado una amplia diversidad de modelos
animales para testar los agentes ansioliticos y estudiar su mecanismo de accion. Los test
utilizados con roedores para evaluar la conducta exploratoria pueden estar modulados por
diversos factores como la exploracién voluntaria del animal de estimulos nuevos o el temor
ante la exposicion al aparato. Ademas, hay que tener en cuenta los efectos especificos del
tratamiento farmacoldgico que se aplique y su posible influencia sobre la actividad motora
mostrada por el animal (Kliethermes y cols., 2006). Una de las pruebas mas utilizadas para
evaluar la ansiedad es el laberinto elevado en forma de cruz o plus maze y para la busqueda

de novedad la tabla de agujeros o hole board.

Los hallazgos obtenidos en investigaciones previas sobre los efectos del bupropién
en la ansiedad utilizando el laberinto elevado en forma de cruz, cuando el farmaco se
administra a ratones en la edad adulta han sido contradictorios: se ha observado un perfil
ansiogénico (Comissaris y cosl., 1990), un efecto ansiolitico (Biala y Kruk, 2009); o bien el
farmaco no ha mostrado ningdn efecto sobre la ansiedad (Redolat y cols., 2005). Por otro
lado, la administracién diaria de dosis bajas de bupropion (2 o 5 mg/kg) disminuye la
ansiedad inducida por la abstinencia del triazolam (Joshi y cols., 2005) y contrarresta los
efectos ansidgenos inducidos por la nicotina o la p-anfetamina (Biala y Kruk, 2009).
Ademas, tanto el bupropion como sus metabolitos atentdan los efectos desagradables
provocados por la ansiedad derivada del sindrome de abstinencia de nicotina en ratones
(Damaj y cols., 2010).

Estudios previos con diferentes dosis de bupropion han encontrado que dosis inferiores
a 20 mg/kg de bupropion en ratones no inducen efectos claros en la prueba de laberinto
elevado en forma de cruz (Carrasco y cols., 2004) y en el test de interaccion social (Dwoskin
y cols., 2006). Por el contrario, dosis superiores a 40 mg/kg incrementan el nimero de
entradas en los brazos abiertos, asi como la actividad locomotora (Carrasco y cols., 2004).
La administracion de dosis elevadas de bupropion tambien disminuye el nimero de veces en

que los ratones asoman la cabeza en el hole board e incrementan la duracion del ataque en
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un modelo de agresion inducido por aislamiento en animales que muestran elevada
agresividad (Redolat y cols., 2005). Estas observaciones podrian sugerir una accion
ansiolitica del bupropidn, junto con cierta accion como estimulante psicomotor (Redolat y
cols., 2005), aunque sus efectos sobre el nivel de ansiedad pueden estar modulados por la
edad a la que se administra el farmaco. En este sentido, un reciente estudio realizado en
nuestro laboratorio sefiala que el efecto del bupropion sobre el nivel de ansiedad es
dependiente de la edad en ratones, mostrando los adolescentes un perfil ansiogénico

(Carrasco y cols., 2013).

3.4. Efectos del bupropion sobre la conducta de interaccion social

Los efectos del bupropion sobre la conducta social y agresiva de los roedores han sido
en general poco evaluados. Algunas investigaciones ponen especial interés en la ansiedad,
la irritabilidad y el incremento de la agresion, que son algunos de los sintomas que aparecen

durante la abstinencia a la nicotina (Ward y cols., 2001).

Estudios pioneros indican que la administracion de agonistas de la dopamina, en general,
inducen un incremento de los patrones de ofensa en la conducta agonistica, y que los
antagonistas de la dopamina inhibirian la agresion (Poshivalov, 1986). Por ello, se espera
que la administracién de bupropién, al aumentar los niveles de neurotransmision
dopaminérgica, podria tener un efecto proagresivo. Sin embargo, las acciones del bupropién
sobre la agresion resultan complejas y dificiles de interpretar, puesto que la conducta
agresiva esta en interaccién con muchas otras conductas mostradas por el animal durante los

encuentros agonisticos (Blanchard y cols., 2003).

Como sefialan Nelson y Trainor (2007) la conducta agresiva no es un proceso unitario,
sino que responde a complejas interacciones fisioldgicas, motivacionales y factores
comportamentales complejos. Generalmente el método que se emplea para inducir la
agresion en roedores consiste en alojarlos de forma aislada (Miczek y cols., 2002), debido a
gue cuando se encuentran agrupados muestran bajos niveles de agresividad (Estelles y cols.,
2004). Estudios previos en nuestro laboratorio han encontrado que el bupropidn tiene efectos
en la ansiedad, sin que se puedan asociar directamente al tipo de alojamiento (Redolat y
cols., 2005). En este estudio, se hall6 que el incremento de la conducta ofensiva solo
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resultaba significativo en los ratones que mostraban un bajo nivel de agresividad, por lo que
no tenian una clara correlacion con las dosis administradas sino con el nivel basal de
irritabilidad de los ratones (Redolat y cols., 2005).

Por otra parte, los efectos de la nicotina sobre la conducta agresiva son escasos y no
existe un perfil conductual claramente definido. Redolat y colaboradores (2000) no hallaron
una reduccion del tiempo dedicado a la amenaza y al ataque tras la administracion aguda o
cronica de dicho farmaco durante 10 dias. En cambio, Johnson y colaboradores (2003)
encontraron que la nicotina disminuyo la conducta de ofensa y defensa en agresion, si bien
el efecto era méas potente en el ultimo caso. Las diferencias en los resultados obtenidos
pueden ser explicados por los diferentes paradigmas y las dosis que se emplearon en cada

uno de los estudios.

4. EFECTOS DE LA INTERACCION ENTRE BUPROPION Y NICOTINA

El trabajo realizado con modelos animales acerca de las bases conductuales, cognitivas
y neurobioldgicas en la dependencia de la nicotina ha contribuido notablemente a esclarecer
la participacion de los diferentes mecanismos de refuerzo que subyacen al consumo de
nicotina y de sus posibles tratamientos (Markou y Paterson, 2009).

Una fructifera linea de investigacion se ha centrado en los efectos del bupropién en la
auto-administraciéon (AA) de nicotina. Algunos estudios indican que el tratamiento agudo de
dicho farmaco disminuye la AA de nicotina. Por ejemplo, Glick y colaboradores (2002)
encontraron que la administracion de 30 mg/kg de bupropion disminuyé selectivamente la
AA de nicotina (infusién de 30 mg/kg) sin afectar a otras respuestas (ingestion de agua) en
ratas hembras Long-Evans. Aumentando la dosis a 40 mg/kg de bupropién, otros autores
consiguieron una disminucion de la auto-administracion de una infusion de 30 mg/kg de
nicotina en ratas Wistar macho (Bruijnzeel y Markou, 2003) o en ratas Sprague-Dawley (Liu
y cols., 2008). Igualmente, algunos estudios han evaluado los efectos de la administracién
cronica del bupropion en la AA de nicotina. Shoaib y colaboradores (2003) informaron que
la administracion diaria repetida de 30 mg/kg de bupropién aumentaba la AA de una dosis
alta de nicotina (infusién de 90 mg/kg), pero no tuvo efecto en la auto-administracion de una

infusion de 30 mg/kg de nicotina en ratas Hooded Lister macho. En resumen, los estudios
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de AA ofrecen resultados contradictorios, ya que indican que la administracion aguda y
cronica de bupropion puede aumentar, disminuir, o no tener ningun efecto sobre la conducta
de autoadministracion de nicotina. Pueden haber contribuido a estos resultados
inconsistentes las diferencias en las dosis unitarias de nicotina autoadministradas o el uso de
diferentes cepas de ratas.

Por otra parte, la interaccion de ambos farmacos (nicotina y bupropion) se ha examinado
en el modelo de condicionamiento de preferencia de lugar (CPL). En este paradigma
conductual las propiedades motivacionales primarias de un estimulo (la nicotina) se utilizan
como estimulo incondicionado (EI). El emparejamiento repetido del EI con un conjunto de
claves ambientales inicialmente neutras hace que estas adquieran propiedades
motivacionales secundarias que pueden actuar como estimulo condicionado (EC). Cuando
el animal es expuesto nuevamente al lugar donde se le administro la nicotina en funcién de
las propiedades motivacionales del tratamiento con bupropion puede provocar cambios en
las propiedades reforzantes de la nicotina (Pérez de los Cobos., 2006). Otro modelo
ampliamente utilizado es la discriminacion de estimulos, que consiste basicamente en
administrar un determinado farmaco (nicotina) y ensefiarle al animal a obtener sacarosa
presionando una de las dos palancas disponibles y cuando se le administra un placebo
ensefiarle a presionar la otra palanca: si se le administra otra droga (bupropion) y el animal
presiona la palanca de la nicotina podemos concluir que ambas sustancias tienen
caracteristicas parecidas (Pérez de los Cobos., 2006). Aplicando ambos modelos los
resultados indican que el bupropidn puede ayudar a superar la abstinencia nicotinica, en parte
porque mimetiza los efectos subjetivos de la nicotina y mejora las propiedades
motivacionales en ausencia de dicha sustancia psicoactiva (Paterson y cols., 2008). La
mejora producida por el bupropion en las propiedades motivacionales parece ser debida a la
inhibicidn de la recaptacion de dopamina, aunque también podria deberse a una similitud en
los efectos subjetivos proporcionados por ambos farmacos, asociando estos efectos
beneficiosos al aumento de los niveles de dopamina (Grabus y cols., 2012).

La amplia investigacion con modelos preclinicos en este campo ha facilitado un mayor
conocimiento de las diferencias neurobioldgicas del bupropién y la nicotina y sus acciones
farmacoldgicas contribuyendo a combatir mejor el craving en sujetos que desean dejar de
fumar. No obstante, el tratamiento con bupropion y/o nicotina muestra resultados

controvertidos en patrones conductuales tan complejos. Por ello, determinar si existen
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diferencias en los efectos de la nicotina, el bupropion o su interaccion sobre el aprendizaje,
la ansiedad y la agresividad (en los animales adolescentes y adultos) puede ser relevante en

la comprension de las propiedades farmacologicas y conductuales de estas sustancias.
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Objetivos e Hipotesis

El propdsito general de la presente Tesis Doctoral fue establecer el perfil conductual
del bupropion aplicando diferentes modelos animales con el fin de conocer mejor el
mecanismo de accidn de este farmaco, especialmente cuando se utiliza como tratamiento
para ayudar a dejar de fumar. Para ello se han evaluado los cambios conductuales
inducidos por el fa&rmaco, tanto administrado solo como en combinacion con nicotina, en
ratones NMRI aplicando diferentes paradigmas conductuales que evalGan aprendizaje y
memoria, ansiedad, conducta exploratoria y busqueda de novedad e interaccién social.
Hay que tener en cuenta, ademas, la complejidad de acciones de este farmaco a nivel
neuroquimico Yy las diferencias individuales en respuesta al mismo ya que factores como
la edad de los animales o el tipo de alojamiento en el que se mantienen durante los

experimentos podrian modular sus efectos conductuales.

A pesar de la amplia utilizacion del bupropion, tanto en el tratamiento de la adiccion
al tabaco como en el tratamiento de la depresion y el trastorno bipolar, y de su indudable
interés clinico y experimental, existian muy pocos trabajos en los que se abordase el
estudio sistematico de las acciones de este farmaco a nivel conductual. Estos estudios
pueden resultar de interés en la busqueda de mejores tratamientos y para avanzar en el

conocimiento de los mecanismos de accion del farmaco.

Teniendo en cuenta los trabajos previos y el propdsito general de la presente Tesis

Doctoral, los objetivos concretos que nos planteamos fueron:

1. Valorar los cambios a nivel conductual inducidos por la administracién de
bupropion en tareas de aprendizaje y memoria. El aprendizaje implicito se evaltio
utilizando la tarea de condicionamiento de evitacion activa que permite analizar
los efectos sobre la adquisicion y la retencion, ademas de tener en cuenta otros
parametros conductuales que reflejan indirectamente alteraciones en la actividad
motora. También se investigaran los cambios a nivel de aprendizaje espacial
aplicando para ello una tarea ampliamente utilizada en la literatura como es el
laberinto de agua de Morris.

2. Evaluar los efectos de la administracion de diferentes dosis de bupropién, solo o
co-administrado con nicotina, sobre la conducta de exploracion y de busqueda de
novedad utilizando la tarea de la tabla de agujeros o “hole-board”. Ademas dado
que la adolescencia se caracteriza por niveles mas elevados de busqueda de
novedad se considerd de interés comparar los efectos del farmaco en ratones de

diferentes edades.
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3. Describir el perfil conductual del bupropidn, solo o co-administrado con nicotina,
en un modelo animal clasico de ansiedad como es el “plus-maze” o laberinto
elevado en forma de cruz. En este test se tuvieron en cuenta tanto las medidas
clasicas como parametros etoldgicos que permiten discriminar los efectos
ansioliticos y/o ansiogenos de los farmacos.

4. Establecer los efectos del bupropidn en conductas de interaccion social. Para ello
se realizaron dos experimentos evaluando tanto el perfil conductual del bupropion
como la interaccion de este farmaco con diferentes dosis de nicotina en ratones
aislados. Ademas, debido a que la investigacion reciente ha puesto de manifiesto
la relevancia de las condiciones de alojamiento de los animales, en el ultimo
experimento se realiz6 un disefio complejo en el que diferentes grupos de animales
fueron mantenidos en idénticas condiciones (aislamiento vs alojamiento en grupo)
a lo largo de todo el experimento o bien fueron expuestos a cambios en su

condicion de alojamiento.

En relacion con dichos objetivos y teniendo en cuenta los estudios revisados que se
han descrito de forma detallada en el marco teérico de la presente Tesis, se establecen las

siguientes hipotesis:

1.- Los efectos del bupropién sobre las tareas de aprendizaje y memoria han sido en
general poco evaluados en investigaciones previas y todavia no se conocen totalmente. Se
ha sugerido que el tratamiento con bupropidn puede mejorar los procesos de memoria en
ratones abstinentes de nicotina (Biala y cols,. 2009), aunque también este farmaco puede
deteriorar el aprendizaje de forma dosis-dependiente (Portugal y Gould, 2007). Ademas,
se ha observado que el bupropion produce efectos similares a la nicotina en el
condicionamiento clasico y en tareas de discriminacion operante (Young y Glennon,
2002; Wilkinson y cols., 2009). Los efectos de este farmaco en tareas de evitacion activa
no han sido previamente estudiados pero se ha informado de que puede mejorar la
ejecucidn en tareas de evitacion inhibitoria (Barros y cols., 2002). Recientemente, también
se ha informado de que dosis bajas de bupropidén pueden mejorar la adquisicion del
laberinto de agua (Kale y Addepalli, 2015).

La edad en la que se administra el bupropion es uno de los factores que pueden

influir sobre los efectos conductuales inducidos por el farmaco (Carrasco y cols., 2013).
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Es conocido que durante la adolescencia se producen cambios tanto en el funcionamiento
de diferentes sistemas de neurotransmisién como en la respuesta a los farmacos (Logue y
Gould, 2014). La ejecucion de los animales en tareas de aprendizaje espacial como el
laberinto de agua puede también estar influida por la edad de los animales (Sharmay cols.,
2010), por lo que en este paradigma conductual resulta de interés comparar los efectos del

farmaco a diferentes edades.

De acuerdo con la literatura revisada, en el presente trabajo hipotetizamos que el
tratamiento con bupropion mejorara la ejecucion en tareas de aprendizaje y memoria. En
la tarea de evitacion activa es esperable que dicha mejora se refleje en el nimero de
evitaciones, aunque debido a los efectos motores del bupropidon hay que considerar
también los cambios inducidos por el farmaco en otras variables como nimero de cruces
entre ensayos o durante el periodo de adaptacién al test. En el laberinto de agua la
hiperactividad inducida por el bupropion puede interferir con la adquisicion de la tarea,
especialmente en los ratones adolescentes, por lo que se espera que la mejora sea mas

evidente en adultos.

2.- Diversos estudios se han centrado en determinar si existen diferencias en la
conducta de basqueda de la novedad entre animales adolescentes y adultos, empleando
diferentes tests conductuales (Hefner y Holmes, 2007). Los resultados hallados hasta el
momento sugieren que los adolescentes son mas impulsivos y muestran una mayor

basqueda del riesgo (Steinberg, 2007).

La exploracion de agujeros en el hole board ha sido propuesto como un indice de
conducta exploratoria (File y Warding, 1975) y bdsqueda de novedad (Aydin y cols.,
2012). Ademas, se ha sugerido que un menor niimero de “head dipping” en este test
reflejaria mayor ansiedad (Bali y Jaggi, 2015). En un estudio previo hemos observado
que el bupropién reduce la busqueda de la novedad empleando la tabla de agujeros
(Carrasco y cols., 2013). Datos previos obtenidos en nuestro laboratorio también indican
que el bupropion induce hiperactividad tanto en ratones adolescentes como adultos
(Redolat y cols., 2005). En relacion con la nicotina los resultados son contradictorios:
aunque en general este farmaco disminuye la actividad motora y exploratoria en algunos
estudios incrementaba o0 no modificaba la tasa de head dipping (Marco y cols., 2005). En
ratones adolescentes recientemente Abreu-Villaca y colaboradores (2015) han mostrado

que la nicotina disminuye la busqueda de novedad en ratones adolescentes, especialmente
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cuando se administra a dosis bajas. Hay que tener en cuenta que las diferencias
individuales en la sensibilidad a la nicotina en modelos animales dependen de factores
como actividad basal de los animales experimentales, respuesta a la novedad o nivel de
impulsividad (Redolat y cols., 2009).

Aunque existe escasa informacion acerca los efectos del bupropion sobre la
conducta de busqueda de novedad hipotetizamos que el tratamiento con bupropién
disminuira la conducta exploratoria en los ratones adolescentes puesto que estos seran
mas sensibles a los efectos conductuales del farmaco. También esperamos que la co-
administracion con nicotina module la conducta de exploracién. Se sugiere que la
administracion conjunta de ambos farmacos podria potenciar el efecto del bupropién
sobre la conducta exploratoria. Estos cambios podran observarse de modo mas detallado
en la evaluacién etofarmacoldgica que tiene en cuenta no solo la conducta de head

dipping sino todo el repertorio conductual mostrado por el animal durante la prueba.

3.- Los posibles efectos ansioliticos/ansidgenos del bupropion han sido evaluados en
diferentes modelos animales, aunque los mecanismos de accion mediante los cuales el
farmaco ejerce sus efectos todavia no son bien conocidos (Véazquez-Gémez, 2014).
Investigaciones previas acerca de los efectos del bupropion sobre el nivel de ansiedad
mostrado por los animales en el laberinto elevado han obtenido resultados contradictorios.
Cuando se administra en la edad adulta, este farmaco ha demostrado tener un perfil
ansiogénico (Redolat y cols., 2005; Carrasco y cols., 2013), ansiolitico (Biala y Kruk,
2009), o ningun efecto en las conductas evaluadas en el plus-maze (Carrasco y cols., 2004;
Redolat y cols., 2005). También el tratamiento con nicotina proporciona resultados
contradictorios observandose que puede actuar como ansiolitico, ansiégeno, o no tener
efectos en diferentes pruebas de ansiedad (Varani y Balerio, 2012; Zarrindast y cols.,
2013). En el laberinto elevado se observan efectos ansidogenos dependiendo de las dosis
administradas (Zarrindast y cols. 2010; Carrasco y cols., 2013). Ademas, diversos
estudios informan de diferencias en la sensibilidad entre ratones adolescentes y adultos
en los efectos de tanto del bupropion (Carrasco y cols., 2013) como de la nicotina
(Muhammad y cols., 2014), siendo en general los adolescentes mas sensibles a los efectos

de estos farmacos.

A pesar de que es conocido que las drogas de abuso como la nicotina pueden

modular la expresion de la ansiedad en diferentes modelos animales se han publicado
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pocos trabajos acerca de los efectos de la combinacion de bupropidn con nicotina en
tareas de ansiedad. Un estudio previo encontré que el tratamiento con dosis bajas de
bupropidn puede atenuar el efecto ansidgeno inducido por la nicotina (Biala y Kruk,
2009).

Teniendo en cuenta los datos publicados es plausible hipotetizar que el bupropion
puede modular los cambios adaptativos mostrados por los animales en tareas de ansiedad
como el laberinto elevado. La direccidn de estos cambios resulta dificil de predecir ya
que los estudios previos son contradictorios pero es esperable que estos efectos sean mas
evidentes en adolescentes. Cuando el bupropién es administrado conjuntamente con
nicotina se puede esperar que los efectos del farmaco sobre el nivel de ansiedad dependan

de la dosis de nicotina administrada.

4.- El bupropion muestra un amplio espectro de cambios conductuales. Se han descrito
cambios emocionales inducidos por el bupropion en interacciones sociales en ratones
(Vazquez-Gomez, 2014). Estudios previos de nuestro grupo de investigacion describieron
alteraciones en la conducta agresiva en respuesta al tratamiento con bupropion,
observandose que este farmaco induce un incremento de la conducta ofensiva pero
unicamente en los animales que mostraban un bajo nivel basal de agresividad. Ademas,
la modalidad de alojamiento previa a la conducta agonistica parece ejercer un papel
modulador, de modo que el aislamiento social en ratones se emplea para inducir agresion
(Burke y Miczeck, 2015) mientras que cuando los animales permanecen agrupados

tienden a mostrar bajos niveles de agresividad (Estelles y cols. 2004).

Basandonos en lo expuesto, hipotetizamos que la administracion de bupropion
podria tener efectos diferenciales segun el tipo de alojamiento y la edad de los animales
esperandose que incremente la conducta agresiva especialmente con dosis elevadas y en
animales que muestran bajos niveles de agresividad. Ademas, se espera que estos posibles

efectos proagresivos del bupropion sean modulados por su coadministracion de nicotina.
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Estudio 1. Influencia del Bupropion en Tareas de Aprendizaje y Memoria

El bupropién ademas de su eficacia terapéutica como antidepresivo o para ayudar
a dejar de fumar, también puede tener efectos directos a nivel cognitivo. Se ha sugerido
que los efectos de bupropion como antagonista nicotinico y sus acciones sobre la
liberacion de dopamina pueden estar relacionados con tareas de aprendizaje y memoria
(Neumeister y Riepe, 2012). Las drogas que afectan a la transmision en las sinapsis que
liberan acetilcolina pueden impedir o facilitar el aprendizaje dependiendo del momento
de administracion de las mismas. Farmacos como la escopolamina o mecamilamina que
suprimen la actividad colinérgica provocan un deterioro en la ejecucion en el laberinto de
agua. En cambio, los resultados que se obtienen tras la administracion de agonistas
colinérgicos como la nicotina dependen de diferentes factores incluyendo la especie, la

dosis, el régimen de administracion y la duracién del tratamiento (Rauhut y col., 2005).

Otros estudios han destacado la importancia de las alteraciones del sistema
dopaminérgico sobre la memoria (Thierry cols., 2000). En este sentido, trabajos llevados
a cabo en ratones acerca de los principales efectos inducidos por déficits dopaminérgicos,
encontraron que la adquisicion del laberinto de agua era mas lenta en los animales
experimentales (Denenberg y cols., 2004). Asimismo, también se ha observado que el
bloqueo de los receptores dopaminérgicos D1 interfiere en la realizacién de pruebas de
memoria espacial en ratas (Seamans y cols., 1998). Otros autores, sin embargo,
encuentran que el tratamiento con bupropidon no mejora el aprendizaje espacial

(Neumeister y Riepe, 2012).

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se planted
como objetivo especifico el estudio de los posibles efectos del bupropidn en los procesos
de aprendizaje y memoria. Con este propdsito se realizaron dos experimentos en los que
se valoraron los efectos del bupropion sobre la memoria implicita y explicita, mediante
una prueba de aprendizaje de condicionamiento como el test de evitacion activa en dos
sentidos (Experimento 1) y una tarea espacial como el laberinto de agua de Morris

(Experimento 2).

En el test de evitacion activa el animal asocia que un tono (estimulo condicionado)
predice la inminente llegada de una descarga eléctrica moderada en sus patas (estimulo
incondicionado) y también aprende que puede evitar esa descarga si al oir el tono salta

inmediatamente al otro lado de la jaula, produciéndose de este modo un condicionamiento
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instrumental cuya adquisicion y expresion es altamente dependiente de la amigdala. En
dicho test el aprendizaje en condiciones aversivas desempefia un papel importante, puesto
que el shock en los pies es un estresor fisico que influye en la memoria emocional (Bali
y Jaggi, 2013).

El laberinto de agua fue disefiado por Morris en el afio 1984 (Morris, 1984) y es
un modelo animal que permite evaluar el aprendizaje relacional y la memoria espacial.
Al ser un laberinto de adquisicion rapida se pueden estudiar los efectos de diferentes
farmacos sobre los procesos de aprendizaje y memoria mejor que en otros laberintos de
adquisicién lenta (Hodges, 1996). En dicho paradigma se valora principalmente el tiempo
de latencia que emplea el animal en alcanzar la plataforma sumergida, lo que representa
un estimulo reforzante para el animal y su adquisicion se relaciona con un buen
funcionamiento del sistema hipocampal. La correcta adquisicion de la tarea requiere que
los animales naden desde la posicion de salida hasta donde se encuentra la plataforma
oculta, por lo que los animales deben recordar la localizacion de la plataforma utilizando

las claves extralaberinto.

NuUmeros estudios realizados tanto en sujetos humanos como en roedores sugieren
que la ansiedad y la memoria se encuentran relacionadas, pudiendo utilizar sistemas
neuronales comunes (Jiao y cols., 2014). Asimismo, Gualtieri y Johnson (2007) hallaron
una mejoria en el rendimiento cognitivo en pacientes deprimidos tras el tratamiento con
bupropidn. Por ello, cuando se valora el efecto de un farmaco hay que tener en cuenta la
relacién entre memoria y emocionalidad (Beuzen y Belzung, 1995). Ademas debemos
recordar que tanto en el modelo de aprendizaje de condicionamiento de evitacion activa
como en el laberinto de agua los animales se encuentran expuestos a una situacion
altamente emocional que les resulta aversiva, de modo que en la tarea de evitacion activa
los animales evitan el lugar donde han recibido un shock eléctrico en las patas y en el

laberinto de agua deben aprender a escapar del agua subiéndose a una plataforma

Las variaciones debidas a la edad y el estrés experimentado durante la
adolescencia pueden contribuir a diversas alteraciones en el desarrollo cognitivo (Tsoory
y cols., 2007). En una investigacidn con ratas adolescentes sometidas a un estrés fisico
continuado se observo que cuando estos animales fueron evaluados en la adultez se
produjo un deterioro cognitivo medido a través del laberinto de agua. El deterioro

observado en este modelo en animales expuestos a un estresor fisico variable durante la
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adolescencia correlaciona con la inhibicion del crecimiento de células piramidales en
CALl en el giro dentado del hipocampo (Isgor y cols., 2004). Otras investigaciones,
empleando ratas adolescentes, encontraron que Unicamente tres dias de exposicion a
estrés agudo eran suficientes para inducir deterioro en el rendimiento mostrado en la edad

adulta en el test del condicionamiento de evitacion activa (Avital y cols., 2006).
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EXPERIMENTO 1. EFECTOS DEL BUPROPION SOBRE EL
CONDICIONAMIENTO DE EVITACION ACTIVA'!

1. MATERIAL Y METODO

1.1. Animales

En este experimento se utilizaron 62 ratones machos de la cepa NMRI, obtenidos
comercialmente de Charles-River (Barcelona, Espafia), con un peso aproximado a la llegada
al laboratorio de 30-32 gr. La eleccion de esta cepa se realizé teniendo en cuenta estudios
previos en los que se ha demostrado que estos animales presentan buena capacidad para el
aprendizaje (Moragrega y cols., 2005; Vicens y cols., 2003). Los animales fueron alojados
en grupos de cinco, en cajas de plastico opaco (25x25x15 cm) mantenidos en condiciones
estandarizadas de laboratorio, con ciclo de luz/oscuridad invertido (fase de oscuridad 7:30 a
19:30 h; fase de luz de 19:30 a 7:30 h) a una temperatura constante de 21° C. Los animales
tuvieron disponible agua y comida ad libitum. A lo largo de todo el procedimiento se
siguieron las normas nacionales e internacionales de cuidado y mantenimiento de los
animales (Consejo Directivo de la Comunidad Europea de 22 de septiembre de 2010
(2010/63/UE). Real Decreto 53/2013, sobre proteccion de los animales utilizados para

experimentacioén y otros fines cientificos).
1.2. Aparatos

e Balanza digital (COBOS, D-600) para pesar a los animales a la llegada al laboratorio
y durante el experimento.

e Balanza digital analitica (METTLER, AJ 150) utilizada para pesar el farmaco.

e Agitador magnético (AGIMATIC-N, P. SELECTA) para disolver el farmaco en el suero
fisioldgico.

e Caja de escape-evitacion o shuttle-box. Dicha caja era de plastico opaco (45x21x30 cm)
en la parte frontal habia una ventana de plastico transparente. La caja estaba dividida en
dos partes iguales de 24,5 cm, en la parte central habia un separador con una puerta a
través de la cual el animal tenia acceso a ambos compartimentos. Cuatro sensores

invisibles de infrarrojos a cada lado de la caja (8 en total) registraban la localizacién del

! Los resultados hallados en este estudio estdn pendientes de evaluacién en una revista JCR.
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animal en cada momento. Cada cruce del animal se detectaba y grababa con el
ordenador y el interfaz (Shuttle Scan; Omnitech Electronics, Columbus, Ohio). En el
techo de cada compartimento habia una bombilla de luz blanca (6w), que constituia el
estimulo condicionado para que el animal cambiase de lado y evitase la descarga. El
suelo de la caja estaba compuesto de 20 varillas de acero inoxidable, a través de las
cuales se transmitia la descarga eléctrica al animal.

e Material de laboratorio: jeringuillas, agujas, guantes, botes esterilizados para el

farmaco.
1.3. Farmaco

El farmaco utilizado fue bupropion (Bupropion Hydrochloride) obtenido
comercialmente de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia), que se disolvié en suero fisioldgico
para obtener la concentracion deseada para cada dosis. Se utilizaron 3 dosis: 10, 20 y 40
mg/kg de bupropidn. Dichas dosis fueron elegidas en base a estudios previos que mostraban

sus efectos conductuales en ratones NMRI (Redolat y cols., 2005).

1.4. Procedimiento

El periodo de adaptacion de los animales desde su llegada al laboratorio hasta la
realizacion del experimento fue de 10 dias. Los 62 animales experimentales se asignaron
aleatoriamente a los 4 grupos de tratamiento (n=12). Cada uno de los grupos recibié una
inyeccion intraperitoneal (IP) con bupropién o suero fisiolégico durante cuatro dias. El
quinto dia se modifico el tratamiento segun el esquema de la Figura 1.1, con el fin de realizar
una valoracion mas ajustada a los cambios en la curva de aprendizaje que podian resultar del

efecto del farmaco en la memoria.

Los animales recibieron cinco sesiones de entrenamiento a lo largo de cinco dias.
Cada sesion consistia en 30 ensayos separados por un intervalo fijo entre ensayo (IT1) de 30
segundos. El estimulo incondicionado (EI) fue un shock eléctrico (de 0,28 mA de intensidad)
y el estimulo condicionado (EC) una luz blanca de (6W). Cada animal era colocado en la
parte izquierda de la caja y tras tres minutos de adaptacion se iniciaba el test. EI EC aparecia
10 segundos antes de que empezara el shock. EIl animal podia permanecer en el mismo lado
y recibir los 10 seg de shock o al aparecer la luz cambiar al otro lado de la caja
interrumpiendo de este modo el shock.
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ANIMALES EXPERIMENTALES

ADQUISICION
DIAS 1-4

- VEH
. BUP20

[ BUP20 n=12 <
/ VEH
BUP10

BUP10 n=12 <
VEH

RENDIMIENTO DiA 5

BUP20

VEH n=26 -

BUP10

VEH

Figura 1.1. Esquema del procedimiento y el tratamiento utilizado.

En este test se registraron las siguientes conductas:

-Respuesta de evitacion cuando el animal cruza al presentarse la luz (EC), antes de

la aparicion del EI (shock)
-Respuesta de escape cuando el animal cruza una vez iniciada la descarga eléctrica.
-No respuesta si el animal no cruza, ni durante el EC ni durante el El.

-Latencia de respuesta es el tiempo que el animal tarda en realizar una respuesta

tanto de evitacion como de escape.

-NUumero de cruces realizados en el periodo de adaptacion y los cruces en los

intervalos entre ensayos se consideraron como un indice de la actividad de los animales.
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2. ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar las posibles diferencias entre los grupos en la adquisicion de la tarea de
condicionamiento de evitacion activa se realizaron ANOVAS de medidas repetidas tomando
como factor entre-sujeto la variable Tratamiento y el factor Dia como variable intra-sujeto.
En cada sesion se analizaron las siguientes variables: nimero de evitaciones, escapes y no

respuestas; latencia de respuesta y numero de cruces en el periodo de adaptacion.

Para los analisis post-hoc se aplicaron las comparaciones DHS de Tukey. La

probabilidad estadistica considerada significativa fue p<0.05.

3. RESULTADOS
3.1. Fase de adquisicion (1 a 4 dias):
Evitaciones

El ANOVAS mostré que el bupropion influyé significativamente en el nimero de
evitaciones F(3,56)= 4,27, p<0.009. El analisis post-hoc DHS de Tukey indicd que los
grupos tratados con BUP10 y BUP20 realizaron mas evitaciones que el grupo control
(p<0.05 y p<0.035, respectivamente). El factor Dia resultd estadisticamente significativo
F(3,168)= 235.06, p<0.001, evidenciando que a medida que trascurrian los dias los ratones

realizaban mas evitaciones.

La interaccién Dia x Tratamiento F(9,168)= 3.79, p<0.001 también fue significativa.
Los ANOVAS realizados de forma independiente para cada dia indicaron que el factor
Tratamiento resulto significativo en el dia 1 F(3,56)= 8.52, p<0.001, dia 2 F(3,56)= 2.90,
p<0.05, y dia 4 F(3,56)= 4.63, p<0.01 (ver figura 1.2). En el dia 1 los ratones tratados con
BUP10 mostraron un mayor nimero de evitaciones que los que recibieron BUP40 o suero
fisiolégico (p<0.05). En el dia 2, las comparaciones entre los grupos no resultaron
estadisticamente significativas. Se hallaron diferencias significativas entre el bupropion y el
grupo control en el dia 4, de modo que los ratones tratados con las dosis de BUP10 y de
BUP20 realizaron un mayor nimero de evitaciones que los tratados con suero fisiolégico
(p<0.05). No resultaron estadisticamente significativas las diferencias en el post-hoc del dia
2.
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Figura 1.2: Media de la conducta de evitacion (£tSEM) de los diferentes grupos tratados con las dosis
(40, 20, 10 mg/kg) de bupropion y vehiculo durante los 4 dias de adquisicion del condicionamiento
de evitacion activa. Se muestran las diferencias detectadas el dia 1 y 4. El dia 2 el ANOVA indicé
diferencias significativas, pero los post-hoc no identificaron el origen de estas diferencias.

*BUP10 vs BUP40 y VEH, p<0.05
*BUP10 y BUP20 vs VEH, p<0.05

Escapes

Al realizar el anélisis de varianza se encontré que el tratamiento con bupropion
influyé significativamente en el nimero de escapes F(3,56)= 5.29, p<0.003. Los analisis
post-hoc indicaron que los grupos tratados con BUP10 y BUP20 (p<0.05) realizaron menos
escapes que el grupo control. Asimismo, el factor Dia F(3,168)= 157.23, p<0.001 fue

significativo, observandose que con el paso de los dias los ratones realizaban menos escapes.

La interaccion Dia x Tratamiento F(9,168)= 3.41, p<0.001 resultd significativa. Los
ANOVAS realizados de forma independiente para cada dia indicaron que el factor
Tratamiento fue significativo en el dia 1 F(3,56)=8.12, p<0.001, dia 2 F(3,56)= 2.78, p<0.05
y dia 4, F(3,56)=4.59, p<0.001. En el dia 1 los animales tratados con BUP40 realizaron mas
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escapes que los que recibieron BUP10, BUP20 o suero fisiologico (p<0.05). La prueba post-
hoc no detectd las diferencias en el dia 2. Se hallaron diferencias significativas entre el grupo
tratado con bupropion y el grupo control en el dia 4 de modo que los ratones tratados con
BUP10 y de BUP20 realizaron menos escapes que los tratados con suero fisiologico
(p<0.05).

No respuestas

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas respecto al factor
Tratamiento y a la interaccion Dia x Tratamiento. En cambio, el factor Dia F(3,168)=13.81,
p<0.001 alcanzé la significacion estadistica, aunque las pruebas post-hoc no detectaron el

origen de esas diferencias.

Latencia de respuestas

El anélisis de la latencia de respuesta reveld que el factor Tratamiento F(3,56)= 3.88,
p<0.01 resulté estadisticamente significativo. Las pruebas post-hoc indicaron que los grupos
BUP10 y BUP20 mostraron latencias mas cortas que el grupo control (p<0.05). El factor Dia
fue significativo F(3,168)= 31.67, p<0.001, reflejando una disminuciéon de latencia de

respuesta a medida que trascurrian los dias.

Los ANOVAS realizados de forma independiente para cada dia indicaron que el
factor Tratamiento fue estadisticamente significativo en el dia 3 F(3,56)= 5.23, p<0,005, y
dia 4, F(3,56)= 4.37, p<0.001 (ver figura 3). En el dia 3 los ratones tratados con BUP10 y
BUP20 mostraron menor latencia de respuesta que los que recibieron suero fisiolégico
(p<0.05). Se hallaron también diferencias significativas entre el bupropion y el grupo control
en el dia 4 en esta medida. Los ratones tratados con las dosis BUP20 y BUP40 registraron

menores latencias que los tratados con suero fisiologico (p<0.05) (ver Figura 1.3).
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Figura 1.3: Latencia de respuesta (:SEM) de los diferentes grupos tratados con las dosis (40,
20, 10 mg/kg) de bupropion y vehiculo durante los 4 dias de adquisicion del condicionamiento
de evitacion activa.

*BUP10 y BUP20 vs VEH, p<0.05

*BUP40 y BUP20 vs VEH, p<0.05

Cruces durante el periodo de adaptacion

Los resultados mostraron que no habia diferencias significativas respecto al factor
Tratamiento y a la interaccion Dia x Tratamiento entre los grupos en el nimero de cruces de
adaptacion. El factor Dia resultd estadisticamente significativo F(3,168)= 10.07, p<0.001.
Los analisis realizados de forma independiente para cada dia indicaron diferencias en el dia
3 F(3,56)= 2.93, p<0.005, En este dia, los ratones tratados con BUP40 disminuyeron
significativamente el nimero de cruces de adaptacion en comparacion con la dosis BUP20
(p<0.05).
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Cruces en el intervalo ITI

El factor Tratamiento mostr6 una tendencia a la significacion en el nimero de cruces
durante el ITI F(3,56)= 2.60, p<0.06. Los andlisis post-hoc indicaron que el grupo BUP20
realiz6 mas cruces que el grupo control (p<0.01) o el grupo BUP40. El factor Dia resultd
estadisticamente significativo F(3,168)= 31.1, p<0.001 detectandose un aumento de los
cruces a medida que pasaban los dias. La interaccion Dia x Tratamiento también fue
significativa F(9,168)= 2.35, p<0.016. Las diferencias en el factor Tratamiento alcanzaron
la significacion estadistica en los dias 3 F(3,56)= 4.97, p<0.01 y 4 F(3,56)= 2.73, p<0.05. El
analisis post-hoc evidencié que los ratones tratados con la dosis de BUP20 mostraron un

mayor nimero de cruces que los tratados con el suero fisioldgico (p<0.05).

3.2. Fase de retencion (dia 5)

Como se ha mencionado anteriormente, los efectos en la retencion fueron evaluados
en el dia 5, durante el cual la mitad de los ratones tratados con bupropién continuaron
recibiendo las mismas dosis que habian sido administradas durante los dias 1-4 y la otra
mitad de los animales se les administré otra dosis diferente. También los animales del grupo
control se subdividieron, manteniendo la mitad de los ratones el mismo tratamiento (suero

fisiol6gico) mientras a la otra mitad se les administraron diferentes dosis de bupropion.

El ANOVA no mostro efectos en el Tratamiento en las diferentes medidas
registradas, pero indicé una tendencia (p<0.07) respecto a la tasa de aprendizaje,
observandose una mejoria en los ratones que habian recibido las diferente dosis de bupropion
(10, 20 y 40 mg/kg) durante los cuatro dias de adquisicion de la tarea y que el quinto dia
recibieron Unicamente suero fisioldgico, en comparacion con los que habian recibido el

tratamiento con bupropion durante los cinco dias del experimento (ver Figura 1.4).
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Figura 1.4 Media de la tasa de aprendizaje durante el dia 5 en el condicionamiento de evitacion

activa por los ratones NMRI.
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4.- DISCUSION

El objetivo principal de este experimento fue investigar si el bupropion modula la
capacidad de aprendizaje del condicionamiento de evitacion activa en ratones. Para ello,
inicialmente analizamos el efecto del bupropién en los 4 dias de adquisicion de la tarea. En
este experimento también nos intereséd determinar como el tratamiento agudo de bupropion
podia influir en el rendimiento en esta tarea al modificar el tratamiento en el quinto dia de la
prueba.

Los efectos del bupropion en el condicionamiento de evitacion activa durante la fase
de adquisicion (dias 1 a 4) muestran que los grupos tratados con las dosis bajas e intermedias
(10 y 20 mg/kg) presentan un incremento en el nimero de evitaciones. La latencia de
respuesta confirmd esta mejora, ya que este parametro también se redujo durante las
sesiones. En la sesion 3, los animales tratados con 10 y 20 mg/kg de bupropion exhibieron
unas latencias de respuesta mas cortas que los que recibieron vehiculo. En la sesion 4, los
ratones tratados con 20 y 40 mg/kg mostraron latencias de respuesta mas cortas que los
controles. Ambas conductas se interpretan generalmente como una mejoria de la respuesta
de los ratones en la adquisicion de la tarea de evitacion. Este hallazgo sugiere que el
bupropién puede facilitar la conducta de evitacién, confirmando estudios previos con este
farmaco que indican una mejora en otras tareas de aprendizaje, tales como la recuperacién
en el test de evitacidn inhibitoria (Barros y cols., 2002), condicionamiento de preferencia de
lugar (Ortmann, 1985) o en la respuesta emocional condicionada (Lipina y Roder, 2010;.
Carmack y cols., 2014). Ademas, estos datos estan de acuerdo con observaciones anteriores
gue muestran que el bupropion invierte el deterioro inducido por la reserpina en la tarea de
evitacion condicionada (Nakagawa y cols., 1997).

Teniendo en cuenta que la tarea de evitacion activa es una forma relativamente
compleja de aprendizaje en el que los animales tienen que aprender a ejecutar una
determinada respuesta para evitar la aplicacion de una descarga eléctrica suave en las patas
del animal (factor estresante), el rendimiento tras la administracién de bupropién durante las
sesiones (incremento en el nimero de evitaciones y disminucion de la latencia de la
respuesta) sugiere que este farmaco puede mejorar el control de las respuestas emocionales.
Al interpretar estos resultados, se debe tener presente que, como se sugirio anteriormente

(Vaglenova y cols., 2004), el comportamiento exhibido por los animales en el modelo de
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evitacion activa desempefian un papel muy relevante en factores emocionales como la
ansiedad o el miedo.

El aumento en el numero de evitaciones suele interpretarse como la respuesta dptima
para los ratones en la tarea de evitacion activa, y nuestros resultados indican que los ratones
tratados con bupropion (10 y 20 mg/kg) muestran un estilo de afrontamiento més activo que
el grupo de control. Aunque la actividad locomotora no se evalu¢ directamente en el presente
experimento, hay que tener en cuenta que a lo largo del periodo de adaptacion, durante el
cual los ratones podrian explorar el aparato durante 3 minutos antes de cada sesion (tanto en
las fases de adquisicion y retencion), no se observan diferencias significativas entre los
grupos en el nimero de cruces, lo que sugiere que esta medida indirecta de la locomocion
no se vio afectada por el tratamiento con bupropion ni durante el aprendizaje ni durante la
retencion de la tarea. Teniendo en cuenta el nimero total de respuestas de evitacion y la
latencia de respuesta de cada grupo, nuestros resultados sugieren una mejora general en el
aprendizaje en los grupos tratados con bupropién.

Un resultado interesante se obtuvo en la fase de retencion, al comparar el rendimiento
de los diez grupos experimentales evaluados en el estudio, ya que nuestros resultados indican
que todos los animales mostraron un buen recuerdo de la tarea. En esta fase, la mitad de los
ratones en cada grupo tratado con bupropidn continu6 el tratamiento con la misma dosis de
bupropién y la otra mitad comenz6 a recibir solucion salina. Ademas, los veinticuatro
animales incluidos en el grupo de control se subdividieron en cuatro grupos (tratados con
10, 20, 40 mg / kg de bupropidn o vehiculo). Los resultados obtenidos indicaron que no hubo
diferencias significativas en el rendimiento entre grupos durante la retencién de la tarea de
evitacion activa. De hecho, los animales tratados con bupropion parecen mostrar una
memoria emocional similar a los del grupo de control. En este sentido, la falta de efectos
claros en el rendimiento podria atribuirse a un posible efecto “techo” ocasionado por el
elevado numero de evitaciones alcanzado el ultimo dia de adquisicion en algunos de los
grupos tratados con bupropion. Por lo tanto, el bupropion no parece mejorar
significativamente la retencién de la tarea de evitacidn activa en ratones "expertos”, aunque
el menor nimero de animales que formaban parte de cada sub-grupo cuando el tratamiento
fue modificado el dia 5 puede ser un factor relevante que debe ser tenido en cuenta.

Se ha sugerido que los efectos de bupropién pueden depender del nivel de desempefio

mnemonico de los animales, ya que este farmaco atenta la mejora de la memoria inducida
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por la nicotina en la prueba de reconocimiento de objetos nuevos, e impide el deterioro de
la memoria inducida por la escopolamina (Kruk-Stomka y cols., 2014). Otros autores
empleando el laberinto elevado, que también se ha empleado en algunos estudios con el fin
de evaluar los cambios en la memoria, han observado que el bupropién modula las respuestas
relacionadas con la memoria inducidas por la nicotina (Biala y Kruk, 2009;. Kruk y cols.,
2011).

En conclusion, podemos afirmar que el bupropion modula la ejecucion de la tarea del
condicionamiento de evitacion activa. Ademas, los efectos aparentemente beneficiosos del
bupropién no pueden atribuirse solo a su influencia sobre la actividad motora, aunque

podrian estar moduladas por dicha actividad.
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EXPERIMENTO 2. EFECTOS DEL BUPROPION SOBRE EL APRENDIZAJE
ESPACIAL

MATERIAL Y METODO
1.1. Animales

En este experimento se emplearon 88 ratones macho de la cepa NMRI obtenidos de
los laboratorios Charles-River (Barcelona-Esparia). A su llegada al laboratorio, los ratones
adolescentes tenian unos 23 dias de edad y un peso aproximado de 11-14 gr y los ratones
adultos unos 52 dias de edad y un peso aproximado de 22-27 gr. Los animales fueron

mantenidos en las mismas condiciones que las descritas en el experimento anterior.
1.2. Aparatos

e Laberinto de agua o water maze basado en el descrito por Morris (1984) y adaptado
para ratones.
El aparato consistia en una piscina circular de 1 m de didmetro y 30 cm de altura. El
tanque era de metacrilato, las paredes negras y el fondo transparente. El laberinto se
colocé sobre una placa circular de metacrilato blanco en la que estaban marcados los
cuatro cuadrantes (NO, NE, SO y SE) con el fin de poder visualizar en las

grabaciones en que cuadrante se situaba el animal en la prueba final.

e Equipo de video SONY. Cémara de video Panasonic NV-DS27EG.

e Ordenador PC con programa “Raton Time” (Brain y cols., 1989) para la evaluacion
de las 11 categorias conductuales

e Cronometro digital CASIO: utilizado para medir las latencias de escape durante los
ensayos.

El resto de material fue el mismo que el empleado en el Experimento 1.

1.3. Tratamiento farmacoldgico

El farmaco utilizado fue bupropion (Bupropion Hydrochloride) obtenido
comercialmente de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa), que se disolvi6 en suero fisiologico para
obtener la concentracion deseada para cada dosis. Se utilizaron 3 dosis: 10, 20 y 40 mg/kg de

bupropidn. Todas las dosis fueron administradas en inyecciones con un volumen de 10 ml/kg.

59



Efectos Conductuales del Bupropion

1.4. Procedimiento

El periodo de adaptacion de los animales desde su llegada al laboratorio hasta la
realizacion del experimento fue de 12 dias. El laberinto de agua fue disefiado por Morris para
evaluar la memoria espacial en ratas (Morris, 1984). La prueba se desarrolla en una piscina
circular que se divide en cuatro cuadrantes imaginarios (designados como noroeste NO,
suroeste SO, noreste NE y sureste SE). Dicho recipiente se llen6 de agua trasparente hasta
unos 15 cm de altura. No se utiliz6 ningun colorante para el agua ya que el animal nada con la
cabeza por encima de la superficie y la plataforma no resulta visible al encontrarse en un nivel
mas bajo, tal como han informado diversos autores (Vicens y cols., 2003). La temperatura del
agua se mantuvo alrededor de 24°. La plataforma de escape (6 x 6 cm) se situo en el cuadrante
NO, un centimetro por debajo de la superficie del agua. En las paredes del laboratorio se
colocaron numerosas sefiales visuales o posters para facilitar la orientacién espacial del

animal.

El procedimiento seguido para el estudio fue similar al descrito previamente en otros
trabajos (Moragrega y cols., 2005; Vicens y cols., 2003). En una primera fase de adquisicion
0 entrenamiento el animal era colocado durante 30 segundos en la plataforma antes del primer
ensayo Y, pasado este tiempo, se le introducia en la piscina con el hocico apuntando a una de
las paredes y se le dejaba nadar libremente durante 60 segundos. Si el animal alcanzaba la
plataforma de escape, permanecia en ella durante 30 segundos. En el caso de que no la hallara,

el experimentador situaba al animal en la plataforma.

En cada ensayo la posicién de salida se situaba en uno de los diferentes cuadrantes.
El intervalo (ITI) entre ensayos fue de 30 seg durante los cuales el animal se alojaba en una
jaula individual. El experimentador anotaba el tiempo que el animal tardaba en encontrar la
plataforma (latencia de escape). Este procedimiento de ensayo se repitié con cada animal con
4 entrenamientos consecutivos por dia, en cada uno de estos ensayos de entrenamiento se
registrdé la latencia de escape con un cronémetro. La capacidad del animal para localizar
eficientemente la plataforma depende de la utilizacion de las claves extra-laberinto. Esta fase
de adquisicién o aprendizaje tuvo una duracion de 5 dias. Finalizado el entrenamiento, el
ultimo dia se llevo a cabo la prueba final (“probe trial”’) en la cual se quitaba la plataforma y
se dejaba que el animal nadase libremente durante 60 seg y se registraba el tiempo que el
animal pasaba en cada cuadrante. Se hipotetiza que si el animal ha aprendido la tarea de forma
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eficiente nadard mas tiempo en el cuadrante meta, es decir, donde previamente estaba situada
la plataforma. La ejecucion del ultimo dia fue grabada mediante una videocdmara situada en
una esquina de la habitacion. Estas grabaciones se visualizaron posteriormente y se analizaron
mediante el programa “Raton Time” que permite valorar el tiempo dedicado a cada conducta

mediante el uso de distintas claves para cada conducta.

Las medidas evaluadas fueron la latencia de escape que los animales realizaron a lo
largo de los dias de entrenamiento y el porcentaje de tiempo que los animales pasaban en cada
cuadrante durante la prueba final. Los animales adolescentes y adultos fueron distribuidos en
cuatro grupos segun el tratamiento experimental que recibieron: BUP10, BUP20, BUP40 o

VEH (grupo control).
1.5. Evaluacion de la ejecucion
Para el analisis conductual del laberinto de agua las medidas que se evaluaron fueron:

1. Latencia de escape: tiempo que transcurre desde que se coloca al animal en la piscina
hasta que alcanza la plataforma, sube a ella y permanece en la misma durante al menos cinco
segundos. La adquisicion de la respuesta se refleja en las latencias de escape més bajas que
van alcanzando los animales a lo largo de los sucesivos dias de entrenamiento (Gallagher y
cols., 1993).

2. Porcentaje de busqueda en el cuadrante de entrenamiento: se define como el porcentaje
de tiempo que los animales pasan en el cuadrante donde previamente se encontraba la
plataforma de escape en los ensayos de adquisicion. Durante la prueba final, la retencion de
la tarea se refleja en el mayor porcentaje de tiempo que los animales pasan en dicho cuadrante

meta (Gallagher y cols., 1993).
2. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se han analizado mediante el ANOVA de la latencia de escape y el tiempo
que los ratones pasaban en cada cuadrante de la piscina. Para los analisis post-hoc se aplico
la prueba DHS de Tukey. Se consideraron el factor Tratamiento (bupropion o suero
fisioldgico) y Edad (adolescentes y adultos) como variables entre-sujeto con cuatro niveles
(BUP10, BUP20 y BUP40 o VEH) y los factores Dia y Ensayo, con 5 y 4 niveles

respectivamente como variables intra-sujeto. En el analisis de los ensayos de la prueba sin
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plataforma se consider6 el factor Tratamiento como variable entre-sujeto y el factor

Cuadrante como variable intra-sujeto.
3. RESULTADOS

En la fase de adquisicion el analisis indico que el factor Edad no fue estadisticamente
significativo ya que los niveles de eficiencia mostrados por cada uno de los grupos durante la
adquisicion de la tarea no difieren de forma global entre adolescentes y adultos. Sin embargo,
el ANOVA mostro diferencias significativas en los efectos del Tratamiento, F (3,76)=6.357,
p<0.001. Las pruebas a posteriori sefialaron que los ratones tratados con la dosis intermedia
de bupropion (20 mg/kg) tuvieron una mayor latencia de escape que la dosis de 10 mg/kg de
bupropién (p<0.001) y el suero fisioldgico (p<0.05). Las diferencias halladas con el resto de
las dosis no resultaron significativas. El factor Dia result6 estadisticamente significativo, F
(4,304)=111,830, p<0.001, evidenciando que a medida que trascurrian los dias, los ratones
mostraban menor latencia de escape. Respecto a la interaccion Dia x Tratamiento se hallaron
diferencias significativas, F (12,304)=2,751, p<0.001, asi como en la interaccion Edad x
Tratamiento F (3,76)=7.336, p<0.001. Con el fin de analizar con mayor profundidad dicha
interaccion, se realizaron analisis separados para valorar la ejecucion en los ratones

adolescentes y adultos.

En los ratones adolescentes, el ANOVA mostrd diferencias significativas en el factor
Tratamiento, F (3,40)=14,26, p<0.001. La prueba Tukey indicé que los ratones tratados con
la dosis méas alta BUP40 tuvieron una latencia de escape significativamente mayor que
BUP10 (p<0.02) y VEH (p<0.001). Asi mismo, se observé que los animales tratados con la
dosis intermedia (BUP20) mostraron mayor latencia de escape que los que recibieron BUP10
y VEH (p<0.001). Las diferencias encontradas con el resto de dosis no resultaron
significativas. El factor Ensayo resultd estadisticamente significativo, F (3,120)=8,23,
p<0.001, asi como el factor Dia F (4,120)=2,48, p<0.05, mejorando los animales el

aprendizaje cada dia.

En los ratones adultos el ANOVA no mostro diferencias significativas en el factor

Tratamiento, aunque el factor Ensayo resultd estadisticamente significativo, F (3,108)=6,617,
p<0.001, asi como el factor Dia F (4,144)=58,077, p<0.001, indicando que a medida que

trascurrian los dias los animales realizaban menores latencias de escape (ver Figura 2.2).
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Figura 2.1: Comparacion entre las latencias de escape realizadas durante los 5 dias de
adquisicion en el test de aprendizaje espacial en los ratones adolescentes y adultos (para
significaciones ver texto).

En el analisis del “probe trial” 0 ensayo de prueba sin plataforma, el factor Edad y el
factor Tratamiento no alcanzaron la significacion estadistica cuando se evalué el porcentaje
en el tiempo que el animal pasaba en cada uno de los cuadrantes durante la prueba final sin
plataforma. EI ANOVA revel6 diferencias significativas en el efecto Cuadrante F,
(3,228)=78,576, p<0.001, indicando que los ratones estuvieron mas tiempo en el cuadrante

NO (en el cual estaba situada la plataforma durante la fase de adquisicion).

La interaccion Tratamiento x Cuadrante no alcanzd la significacion estadistica. Con
el fin de obtener mayor informacion se realizé un ANOVA separado para cada grupo de edad

considerando ambos factores. Los resultados mostraron que en los ratones adolescentes, el

factor Tratamiento no resultd significativo, en cambio, el factor Cuadrante alcanzé la
significacion estadistica, F (3,120)=71,699, p<0.001, aunque las pruebas post-hoc no

identificaba el origen de estas diferencias. En los ratones adultos el factor Tratamiento no fue

significativo mientras que las diferencias en el factor Cuadrante si resultaron estadisticamente
significativas, F (3,108)=23,851, p<0.001, pero la prueba post-hoc Tuckey no detecto el

origen de estas diferencias.
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4.- DISCUSION
El objetivo de este experimento fue evaluar si el bupropion tiene efectos diferenciales

entre los ratones adolescentes y adultos en la tarea de aprendizaje espacial. Esta tarea es de
adquisicion rapida y permite estudiar el efecto del farmaco sobre los procesos de aprendizaje
y memoria (Hodges, 1996). Investigciones previas sugieren que el bupropion es un
antidepresivo que mejora las funciones cognitivas tanto en animales como en humanos
(Baune y cols., 2014), si bien hay muy pocos estudios que comparen la capacidad del
bupropidn para mejorar el aprendizaje espacial en roedores de diferentes edades, incluyendo

ratones adolescente y adultos.

Nuestros resultados indican que en los ratones adolescentes el bupropion altera la
adquisicion de la tarea, pero no afecta a la retencion. En cambio, en los ratones adultos, no
observamos efectos significativos en la adquisicion (las latencias de escape fueron similares
en los diferentes grupos) o en la retencion. Estos resultados son interesantes puesto que
evidencian que el bupropion puede influir sobre la ejecucion de una tarea de aprendizaje
espacial, dependiendo de la edad de los sujetos. Estos resultados podrian mostrar una
sensibilizacion diferencial en los efectos del farmaco en ratones adolescentes y adultos. En
este sentido, se ha hipotetizado que las diferencias individuales en ansiedad pueden modular
las tareas de aprendizaje durante la fase de adquisicion o en el rendimiento (Bert y cols.,
2002) y que la ejecucién en tareas de memoria espacial se ve afectada por factores
emocionales (Prior y cols., 1997). Se ha observado que los roedores adolescentes muestran
diferencias con los adultos en medidas de ansiedad, conductas relacionadas con depresion y
reactividad al estrés (Adriani y Laviola, 2004). Existen, sin embargo, pocos estudios que
hayan comparado los efectos del bupropidn en ratones adolescentes y adultos, aunque
estudios recientes en nuestro laboratorio sugieren que los adolescentes son mas sensibles a

los efectos del bupropion que los adultos (Carrasco y cols., 2013).

En relacion con los efectos del bupropion en los ratones adultos no se observa que su
administracion tenga efectos positivos directos en la ejecucion de la tarea. Puesto que la
medida utilizada en el analisis conductual de este test de natacion es la valoracion de la
latencia de escape, siendo definido el aprendizaje correcto por presentar latencias de escape
mas cortas, en nuestro experimento las latencias van disminuyendo en todos los grupos
incluyendo el grupo control que recibi6 suero fisioldgico, sugiriendo que el aprendizaje no

se ve afectado por el tratamiento con bupropidn. Este resultado es en parte consistente con
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los obtenidos por Kruk y colaboradores (2011) que demostraron que el tratamiento con las
mismas dosis de bupropion que las empleadas en nuestro estudio (10, 20 y 40 mg/kg) no
tenian efectos significativos sobre la adquisicion y consolidacion de la tarea de aprendizaje
medido a través del laberinto elevado. Existen, sin embargo, importantes diferencias entre
ambos trabajos, ya que en la investigacion realizada por estos autores, los ratones utilizados
eran de la cepa Swiss y el paradigma conductual empleado fue el laberinto elevado en forma
de cruz modificado, que podria influir sobre la ejecucion en la tarea de aprendizaje. En
cambio, los mismos autores encontraron que la combinacion de bupropién y nicotina si

mejoraba la adquisicion y consolidacion de la memoria (Kruk y cols. 2014).

La segunda medida conductual utilizada para evaluar el aprendizaje es la retencion.
Para ello se analiz6 el tiempo que cada animal paso en el cuadrante noroeste (NO), en el cual
habia estado situada la plataforma de escape durante la adquisicion de la tarea. Se ha sugerido
que la latencia para alcanzar la plataforma de escape en el laberinto de agua puede estar
influida por efectos motores de los farmacos y por los patrones no espaciales de bldsqueda
motora. Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestras que el bupropion no tuvo
efectos sobre la retencion de esta tarea espacial confirmado lo observado en estudios previos
(D'Hooge y cols., 1997).

En conclusion, los hallazgos encontrados demuestran los efectos diferenciales de
bupropidn entre ratones adolescentes y adultos. La interaccién entre la edad y el tratamiento
indica que los efectos de este farmaco dependen en gran medida de la edad a la que son
evaluados los animales. El tratamiento con bupropion no tuvo efectos significativos sobre la
adquisicién o retencion de la tarea espacial en ratones adultos NMRI, aungue deterioraba la
adquisicion en ratones adolescentes. Serian necesarios mas estudios para comparar los
efectos de bupropion en diferentes tareas de aprendizaje y/o distintos protocolos de

entrenamiento en el laberinto de agua.
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Los estudios realizados tanto con humanos como en modelos animales sugieren que
los psicoestimulantes pueden influir sobre las conductas relacionadas con la ansiedad
(Walker y cols., 2009). Por otra parte, el estrés y la ansiedad se consideran entre los
principales mecanismos que subyacen a la iniciacion, mantenimiento y recaida en el
consumo de nicotina. Por ejemplo, los fumadores indican que fumar cigarrillos reduce la
ansiedad y el estrés, por lo que abandonar dicha adiccion resulta dificil. Estudios previos
refieren que se produce un aumento de la ansiedad ante la retirada de psicoestimulantes tanto
en seres humanos como en animales (Jackson y cols., 2008). El bupropion reduce los
sintomas somaticos de la abstinencia a la nicotina e influye en los procesos relacionados con
la ansiedad (Malin y cols., 2006).

Se ha comprobado empleando diferentes modelos conductuales con animales que los
efectos farmacoldgicos de la nicotina estdn mediados por la estimulacion directa de los
receptores colinérgicos nicotinicos (NAChRs) y se hipotetiza que son estos los que influyen
en las conductas asociadas a la ansiedad (Zarrindast y cols., 2013). Biala y Kruck (2009)
indicaron que el bupropion blogqueaba los efectos conductuales de la nicotina y que la accién
antagonista del bupropion sobre los nAChRs podrian explicar, en parte, la falta de efectos
de la nicotina. También puede influir la accion del bupropiéon sobre las neuronas
dopaminérgicas y noradrenérgicas, controlando estos sistemas la conducta aversiva e

influyendo en la ansiedad (Malin y cols., 2006).

La mayoria de investigadores consideran que cuando los animales se enfrentan a un
entorno desconocido 0 a un objeto nuevo presentan unos patrones de conducta exploratoria
variables, que en términos de comportamiento se denomina ‘“neofilia” (atraccién o
curiosidad hacia un objeto o lugar nuevo) o “neofobia” (aversion o evitacion por miedo a un
nuevo estimulo) (Hughes, 2007). Dichos cambios han sido descritos empleando diferentes
test conductuales como la tabla con agujeros o hole board y principalmente el laberinto
elevado en forma de cruz o plus-maze que permite valorar si un farmaco muestra un perfil

ansiolitico o ansidgeno.

El test del hole board fue introducido por primera vez por Boissier y Simon (1962).
Este paradigma se utiliza por su facilidad de uso, su corta duracion y el hecho de que se
puede cuantificar de forma automatizada. Por otra parte, dado que distintas drogas alteran la
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exploracion de los agujeros en el hole board, se ha considerado este indice como un reflejo
de la conducta exploratoria (File y Warding, 1975) y de busqueda de novedad (Aydin y cols.,
2012), si bien algunos autores lo equiparan al estado ansioso, en cuyo caso parten del
supuesto de que inclinar la cabeza de los animales (head dipping) es inversamente
proporcional a su estado de ansiedad. Un nimero reducido de head dipping reflejaria un
nivel de alta ansiedad en animales (Bali y Jaggi, 2015). Otros estudios han tratado de asociar
la ansiedad con el porcentaje de cruces centrales en el hole board, siendo éste uno de los
indices propuestos para medir la ansiedad. EI nimero de head dips reflejaria la motivacién
para buscar nuevas experiencias, resultando una medida de busqueda de novedad que puede
expresar la tendencia del individuo a buscar entornos novedosos como resultado de la
neofobia (Abreu-Villaca, 2006).

El laberinto elevado es el paradigma mas frecuentemente utilizado para evaluar la
ansiedad en ratones (Pellow y cols., 1985). La prueba se basa en la aversion natural de los
ratones a las areas abiertas y elevadas, asi como en su comportamiento de exploracion
espontanea en ambientes novedosos. El aparato consiste en dos brazos abiertos y dos brazos
cerrados y a los ratones se les permite moverse libremente entre ellos. EI nimero de entradas
y tiempo que el animal permanece en los brazos abiertos se utiliza como indice de ansiedad
(Falco y cols., 2014). El nimero de entradas a brazos cerrados es el pardmetro que mejor
refleja la actividad motora (Pelow y cols., 1985).

Teniendo en cuenta los numerosos estudios que proponen gue la adolescencia es un
periodo de vulnerabilidad a las drogas, se ha sugerido que los cambios que se producen en
el desarrollo del cerebro en la adolescencia podrian predisponer a un individuo a
experimentar con las drogas ilicitas, el alcohol y el tabaco (Spear, 2000; Laviola y cols.,
2003). En este sentido, se han descrito amplias diferencias conductuales entre ratas
adolescentes y adultas, mostrando las adolescentes mayor actividad motora inducida por la
busqueda de novedad, mayor preferencia por la novedad y mas conductas exploratorias que
las adultas (Stansfield y cols., 2004). En general, las ratas adolescentes presentan menor
nivel de ansiedad durante la exploracion de nuevos entornos que las adultas (Doremus y
cols., 2004). Algunos autores han hipotetizado que el estudio de las diferencias bioldgicas
en la sensibilidad a la nicotina empleando animales adolescentes y adultos puede ayudar a
esclarecer los efectos de dicho farmaco en la ansiedad (Kupferschmidt y cols., 2010). Por

otra parte, estudios clinicos refieren que el bupropion, que se emplea como tratamiento para
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la adiccion a la nicotina en adultos (Benowitz, 2009), también resulta util con fumadores
adolescentes (Bailey y cols., 2012). Estudios previos en nuestro laboratorio han sugerido que
el bupropion no tiene un perfil claramente ansiolitico cuando sus efectos han sido evaluados
en el laberinto elevado en forma de cruz o en el hole board, encontrando que los efectos del
bupropion son similares a los de los fa&rmacos con perfil ansiégeno (Redolat y cols., 2005).
Ademas, este farmaco induce cambios diferenciales en la actividad exploratoria y la ansiedad

dependiendo de la edad (Carrasco y cols., 2013).

De acuerdo con las consideraciones expuestas previamente, el objetivo del primer
experimento fue evaluar los efectos de la nicotina en la basqueda de la novedad empleando
para ello el hole board o tabla de agujeros en ratones de diferentes edades. En el segundo y
tercer experimento evaluamos el efecto de la coadministracion de bupropién y nicotina en
roedores de diferentes edades empleando como test conductual el hole board y el laberinto

elevado en forma de cruz.
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EXPERIMENTO 3. EFECTOS DE LA NICOTINA SOBRE LA CONDUCTA
EXPLORATORIA Y BUSQUEDA DE LA NOVEDAD

1. MATERIAL Y METODO

1.1. Animales

En este experimento se emplearon 72 ratones macho de la cepa NMRI. A su
llegada al laboratorio los ratones adolescentes tenian 23 dias de edad y un peso
aproximado de 11-14 gr y los ratones adultos 52 dias de edad y un peso aproximado de
22-27 gr. Los ratones NMRI se estan utilizando cada vez mas en los experimentos
comportamentales (Van Goethem y cols., 2012) y se han empleado en nuestro laboratorio
con el fin de establecer un perfil conductual de la nicotina y otros farmacos (Carrasco y
cols., 2006). Los animales fueron mantenidos en las mismas condiciones que las descritas

en el experimento anterior.

1.2. Aparatos

e Tabla con agujeros o “hole board” o (CIBERTEC, Espaia). Caja de 32x32x29 cm
realizada en Plexiglas negro con 16 agujeros equidistantes de 2.2 cm de didametro.
Las paredes del “hole-board” son trasparentes y en el suelo hay sensores de células
fotoeléctricas que registran de forma automatica las veces que el animal mete la

cabeza en dichos agujeros.
e El resto de material fue el mismo que el empleado en los anteriores experimentos.
1.3. Tratamiento farmacolégico

El farmaco utilizado fue (-)-nicotina di-(+) tartrato sal que se obtuvo
comercialmente de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). EI farmaco se disolvié en suero
fisioldgico y una vez disuelta la base de nicotina con el suero, el pH de la nicotina fue
ajustado a 7 con hidroxido de sodio (NaOH). Los animales recibieron una inyeccion sc
de nicotina o suero 15 minutos antes de la realizacion del test. Las dosis de nicotina fueron
0.25 mg/kg (NICO0.25), 0.5 mg/kg (NIC0.5) y 1 mg/kg (NIC1). Dichas dosis fueron
seleccionadas teniendo en cuenta los estudios previos acerca de los efectos conductuales
de la nicotina en roedores (Kruk y cols., 2011) y sobre la actividad espontanea en ratones
NMRI adolescentes y adultos (Carrasco y cols., 2006; Moragrega y cols., 2005; Redolat
y cols., 2009).
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1.4. Procedimiento

Los ratones adolescentes (n=40) fueron evaluados cuando alcanzaron la edad de 34-
35 dias y los adultos (n=32) a los 60 dias de edad. A la llegada al laboratorio se asignaron
aleatoriamente a los 4 grupos de tratamiento, en el grupo de adultos el namero de sujetos
fue de (n = 10) y en el de adolescentes (n = 8). Los grupos experimentales fueron NI1C0.25
(0.25 mg/kg), NIC0.5 (0.5 mg/kg), NIC1(1 mg/kg) y VEH (suero fisiologico).

Para evaluar la conducta de los animales en la tabla de agujeros al principio de
cada prueba se colocaba al raton en el area central dejandole explorar el aparato durante
cinco minutos. Se anotaba manualmente en una hoja de registro la latencia al primer
“head-dipping”(HD), es decir, el tiempo que trascurria desde el inicio de la prueba hasta
que el animal metia la cabeza en alguno de los agujeros que se encontraban en el suelo
por primera vez. También se registraron de forma automatica las veces que el raton metid
la cabeza en los agujeros (numero total de HD). Cada animal experimental era sometido
aun anico test y el aparato era limpiado después de cada prueba. Las conductas mostradas
por los ratones en la tabla de agujeros fueron grabadas con una camara de video y después
analizadas por un observador “ciego” a las condiciones del test, utilizando un método
computerizado con la ayuda del “Raton-time” (Brain y cols., 1989) mediante el cual se
realizé un analisis etoldgico de las siguientes conductas:

1. Erguirse, se valoro:

- Erguirse apoyado en la pared (el animal se levanta sobre sus patas traseras

apoyandose en la pared del aparato).

- Erguirse sin apoyarse en la pared (se levanta sobre sus patas traseras y no

se apoya en la pared).

- NUmero total de veces que realiza la conducta de erguirse, (nUmero de
veces que el animal se pone erguido, tanto apoyado como sin apoyarse en la

pared).

2. Cuidado corporal, incluyendo:

- Autoaseo (se lame el pelo, bien en los flancos, el abdomen o el rabo).

- Aseo abreviado (rapida limpieza de cabeza y nariz con las patas delanteras).

- Rascarse (se rasca los flancos y la cabeza con las patas traseras).
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- Lavado (se lame las patas delanteras y las pasa repetidamente sobre su cabeza,

desde las orejas hasta la nariz).

Se considera que en la tabla de agujeros el numero de veces que los ratones
realizan la conducta de erguirse y aseo estan relacionados con la actividad motora,
mientras que el nimero de HD y la latencia al primer de HD mostrada por los ratones son
indicativos de los efectos del farmaco sobre la ansiedad (Takeda y cols., 1998; Redolat y
cols., 2005). El namero de HD se relaciona con la exploracion de un nuevo entorno y se
utiliza con frecuencia para evaluar el comportamiento de busqueda de novedad

(Vaglenova y cols., 2004; Abreu-Villaga y cols., 2006).

2. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos han sido analizados mediante ANOVAS. Las medidas consideradas

fueron:
a. Analisis automatico
a.1. Frecuencia de HD
b. Andlisis etolégico
b.1. Latencia al primer HD
b.2. Frecuencia de erguirse apoyado en la pared.
b.3. Frecuencia de erguirse sin apoyarse en la pared.
b.4. Frecuencia total de erguirse
b.5. Frecuencia que muestran de la conducta de cuidado corporal.

Las diferencias entre grupos experimentales se analizaron mediante el test DHS de

Tukey, considerandose estadisticamente significativo a partir de p<0.05.
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3. RESULTADOS
Anélisis conjunto adolescentes y adultos

El andlisis de varianza mostrd6 que el factor Edad fue estadisticamente
significativo al analizar el tiempo que tardan los animales en realizar el primer HD
F(1,74)= 12.09, p<0.004 y la frecuencia de erguirse con pared F(1,74)=1.83, p<0.001.
Las pruebas a posteriori sefialaron que los ratones adolescentes disminuyeron la latencia
al primer HD y aumentaron la conducta de erguir con pared en comparacion con los
adultos (p<0.001) y (p<0.01) (ver figura 3.1).

El ANOVA también indicé que las diferencias en el factor Tratamiento alcanzaron
la significacion en las siguientes conductas: latencia al primer HD F(3,74)= 3.74, p<0.02;
frecuencia de HD, F(3,74)= 14.89, p<0.001; frecuencia de erguir con pared
F(3,74)=13.50, p<0.001 y sin pared F(3,74)=8.88, p<0.001, y la frecuencia del total de
erguirse F(3,74)=15.02, p<0.001. El analisis post-hoc evidencié que el grupo tratado con
la dosis mas alta de nicotina NIC1 disminuyé el nimero de HD respecto a los grupos
NIC0.25 y VEH (p<0.001). Por ultimo, se hall6 que los ratones tratados con NIC1
realizaron con menor frecuencia la conducta de erguir, tanto con o sin pared, en

comparacion con los animales tratados con NIC0.25, NIC0.5 y VEH (p<0.001).

@VEH
ONICO0.25

LATENCIAAL PRIMER HEAD DIPPING BNICOS
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Figura 3.1. Efectos de la administracién aguda de nicotina en la latencia al primer HD
en ratones NMRI adolescentes y adultos en la tabla de agujeros.
***p<0.001 ADOLESCENTES vs ADULTOS
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En este ANOVA general no se observaron diferencias significativas respecto a la
interaccion entre los factores Edad y Tratamiento. En un intento de analizar los datos con
mayor profundidad y no perder informacion realizamos un analisis pormenorizado,
diferenciando los datos registrados de los ratones adolescentes por un lado y los adultos

por otro.
Adolescentes

La tabla 3.1 muestra los resultados de la administracion aguda del tratamiento con
nicotina de las dosis 0.25, 0.5 y 1 mg/kg o vehiculo en la tabla de agujeros en los ratones
adolescentes machos NMRI en las siguiente categorias conductuales: nimero total de
HD; latencia al primer HD; frecuencia de erguirse con pared; frecuencia de erguirse sin
pared; frecuencia total de erguir; y cuidado corporal. Los datos se presentan en las medias
+ SEM.

Tabla 3.1: Efectos de la administracion aguda del tratamiento con nicotina de 0.25,0.5 y
1 mg/kg o vehiculo (VEH) en el “hole-board” en ratones adolescentes.

Categorias conductuales VEH NICO0.25 NICO0.5 NIC1
Total HD 19.56+1.72 23.5+2.26 18.25+2.51 13+2.73
Latencia al primer HD 16.44+2.87 9.38+2 14.50+3.41 17.33+5.86

Frecuencia de erguir con pared  37.11+4.28 25.50+4.9 29.38+4.06  8.56+3.28***

Frecuencia de erguir sin pared 11.89+2.30 13.38+2.88 13.13£1.84  2.11+0.74***
Frecuencia de erguirse 4945 38.88+6 42.51+4.9 10.67+3.9%**

Cuidado corporal 2.22+0.78 2.25+0.76 3.13+0.99 1.67+0.74

***p< 0.001 NIC1 vs VEH
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El ANOVA mostré que el tratamiento influyé significativamente en el nimero de
veces que los ratones adolescentes realizaron las conductas de HD F(3,30)= 3.925,
p<0.018; erguirse con pared F(3,30)=11.210, p<0.001; erguirse sin pared F(3,30)=7.960,
p<0.001; y total de erguirse F(3,30)=13.9, p<0.001. El andlisis post-hoc indic6 que los
ratones que recibieron la dosis mas alta de nicotina NIC1 mostraron una disminucion de
la conducta de erguir con y sin pared y en el total de erguirse respecto a los animales
tratados con NICO0.25 (p<0.05), NICO0.5 (p<0.05) y vehiculo VEH (p<0.001) (ver figura

3.2). El resto de conductas no resultaron estadisticamente significativas.

ERGUIR PARED ERGUIR SIN PARED
45 45
40 - 40 -
35 A 35
30 + 30 -
.g _'l_ .g
S 25 s 25
=} =]
2 20 ~ S 20 -
L 15 A ok * L 15
10 + 10 A
> 57 Kk
0 - ‘ ‘ 0 -

VEH NICO0.25 NIC0.5 NIC1 VEH NIC0.25 NIC0.5 NIC1

Figura 3.2. Efectos de la administracion aguda de nicotina en las conductas de erguir
con pared y erguir sin pared en ratones NMRI adolescentes en el test del “hole board”.
***p< 0.001 NIC1 vs VEH
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Adultos

En la tabla 3.2 quedan reflejados los resultados obtenidos en las siguiente categorias
conductuales: total de HD; latencia al primer HD; erguirse con pared, erguirse sin pared;
el total de erguir; y cuidado corporal, tras la administracion aguda de nicotina de las dosis
0.25, 0.5 y 1 mg/kg o vehiculo en el la tabla de agujeros con ratones adultos machos

NMRI. Los datos se presentan en las medias + SEM.

Tabla 3.2: Efectos de la administracion aguda del tratamiento con nicotina de 0.25, 0.5
y 1 mg/kg o vehiculo (VEH) en el “hole-board”’en ratones adultos.

Categorias conductuales VEH NICO0.25 NICO0.5 NIC1
Total HD 23.9+3.18 24.6+3.42 14.5+2.43  7.75 £1.96***
Latencia al primer HD 15.7+3.49 18.6+4.53 31.4+9.3 38.4+8.7

Frecuencia de erguir con pared 24.5+4.2 21.1+2.19 13.9+4.67 8.00+4.29*

Frecuencia de erguir sin pared 19.6+3.25 13.6+3.43 9.50+3.8 5.50+2.57*

Frecuencia de erguirse 44.1+6.40 34.7x4.57 23.4+8.26 13.5£6.68

Cuidado corporal 3.12+1.17 3.37+0.7 3.62+1.14 1.25+0.53

***p< 0.001 NIC1 vs VEH
*p< 0.05 NIC1 vs VEH

El ANOVA revel6 que el tratamiento agudo con nicotina influy6
significativamente en la frecuencia con que los ratones realizaron las conductas de HD
F(3,28)= 9.72, p<0.001; erguir con pared F(3,28)=4.11, p<0.02; erguirse sin pared
F(3,28)=3.94, p<0.02 y total de erguir F(3,28)=4.65, p<0.0009.

Los ratones tratados con la dosis méas elevada de nicotina (NIC1) presentaron una
disminucion del numero de HD mas significativa que los tratados con vehiculo VEH
(p<0.001). Asimismo, los ratones que recibieron NIC1 redujeron la frecuencia de
erguirse, realizando menos esta conducta tanto con y sin pared en comparacion con los

que fueron tratados con vehiculo VEH (p<0.05) (ver figura 3.3). Respecto a la conducta
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de cuidado corporal y latencia al primer HD no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos.
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Figura 3.3. Efectos de la administracion aguda de nicotina en las conductas de erguir con pared

y erguir sin pared en ratones NMRI adultos en el test del “hole board”.
*p< 0.05 NIC1 vs VEH
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4. DISCUSION

Los mecanismos neurobioldgicos que subyacen a los efectos agudos y cronicos
de la nicotina han sido estudiados ampliamente utilizando enfoques farmacologicos con
modelos animales (Budzynska y cols., 2015). Estudios previos indican que la nicotina
puede incrementar, no modificar o disminuir el head dipping en la tabla de agujeros,
aunque en general este farmaco disminuye la actividad motora y la exploracion (Marco y
cols., 2005). Recientes investigaciones con roedores confirman que el tratamiento con
nicotina disminuye el head dipping tanto en ratas (Casarrubea y cols., 2015) como en
ratones (Nasehi y cols., 2011). Nuestros resultados confirman que el tratamiento con la
dosis mas alta de nicotina reduce el numero de head-dipping y aumenta la latencia al
primer HD, lo que se interpreta como una disminucion de la busqueda de la novedad y de
la motivacion para buscar nuevas experiencias (Kliethermes y Crabbe, 2006). Dicha
conducta es considerada como una medida de la exploracion dirigida y parece ser

independiente de la actividad motora general de animal (Rogers y cols., 1999).

El fenotipo conductual de los adolescentes difiere en muchos aspectos de los
adultos, incluyendo una mayor impulsividad, asuncién de riesgos y pobre control
inhibitorio. Ademas, la toma de decisiones en esta edad se ve afectada por la maduracion
incompleta de las conexiones fronto-estriadas (Somerville y Casey, 2010). Los resultados
hallados en el presente trabajo indican que los ratones adolescentes aumentan la conducta
exploratoria y la busqueda de novedad en la tabla de agujeros en comparacién con los
adultos, independientemente del tratamiento, disminuyendo la latencia al primer head
dipping, y confirmando las hipotesis que sugiere que los adolescentes muestran una

mayor busqueda de novedad.

Los estudios preclinicos realizados con ratas muestran que la exposicién a la
nicotina durante la adolescencia temprana incrementa la posterior autoadministracion de
esta sustancia en la edad adulta (Ahsan y cols., 2014). Algunos estudios han demostrado
que el nivel de novedad, evaluado en el hole board, predice la ingestion oral de nicotina
en ratones adolescentes, de forma que los ratones clasificados como alta busqueda de la
novedad presentan un marcado incremento en el consumo de nicotina. Estos resultados
apoyan la tesis de que un elevado nivel de busqueda de la novedad durante la adolescencia
podria ser un factor responsable del incremento de la vulnerabilidad a la nicotina en este

perido evolutivo (Abreu-Villaga y cols., 2006).
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En el presente experimento la dosis mas alta de nicotina (1mg/kg) administrada a
los ratones adultos disminuy6 el numero total de HD e incremento la latencia al primer
HD, sin embargo en el caso de los adolescentes la nicotina no tuvo efectos significativos
en ambas conductas. Estas observaciones indican que el tratamiento con nicotina
disminuyo la conducta de busqueda de novedad en la tabla de agujeros inicamente en los
ratones adultos pero no en los adolescentes. Estos resultados se suman a la creciente
evidencia de que los adolescentes son mas sensibles a los efectos de recompensa y
refuerzo de la nicotina. Sin embargo, el mecanismo neurobioldgico exacto subyacente es
aun desconocido (Ahsan y cols., 2014; Kota y cols., 2007).

Investigaciones previas sugieren que la exposicion a la nicotina en roedores
adolescentes puede aumentar el riesgo de una respuesta pasiva hacia el estrés en los
machos cuando estos ya son adultos, tal como se ha evidenciado en la prueba de natacion
forzada (Thanos y cols., 2013). Asimismo, Craig y colaboradores (2014) encontraron que
existian diferencias sustanciales en la farmacocinética de la nicotina en funciéon de la
edad, de tal forma que tras una tnica dosis, las ratas adolescentes tenian menor cantidad
de nicotina en plasma y en el cerebro en comparacion con los adultos.

En el presente trabajo se aplicé un método etofarmacoldgico, que permite realizar
una evaluacién completa y cuantificar las conductas mostradas por los animales en la
tabla de agujeros (Redolat y cols., 2005). En este experimento la administracién de la
dosis mas alta de nicotina (1mg/kg) mostré una reduccion de la actividad motora
(reflejado en la conducta de erguirse) de forma dosis dependiente en ambos grupos de

edad, resultado que concuerda con el obtenido previamente por Damaj y Martin (1993).

Los efectos de la nicotina en el hole board generalmente son complejos de
interpretar. Recientes estudios han mostrado que este fairmaco ejerce diferentes acciones
en las conductas relacionadas con la busqueda de novedad en ratones adolescentes en
funcion de la dosis empleada. Por ejemplo, incrementando el nimero de HD y la conducta
exploratoria en ratones adolescentes y disminuyéndola a dosis bajas (Abreu-Villaga y
cols., 2015). En cambio, en el presente estudio encontramos que el tratamiento con la
dosis mas elevada de nicotina (1 mg/kg) indujo una fuerte disminucion de las conductas
de exploracion directa (HD) independientemente de la edad. Ademas, la dosis mas baja
de nicotina (0.25 mg/kg) causé un incremento de la conducta de exploraciéon (HD) en
comparacion con el resto de dosis y con el vehiculo. Dichos resultados resultan

contradictorios con los encontrados por Casarrubea (2015) en los que las ratas adultas
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mostraban una disminucion del HD en todas las dosis. Una posible explicacion a estos
efectos contradictorios se puede atribuir a las diferencias en las dosis de nicotina, el
tiempo, la edad, la especie o la via de administracion (Goodwin y cols., 2015; Zarrindast
y cols., 2012).

En general, los presentes hallazgos apoyan la idea de que los ratones adolescentes
son mas sensibles a los efectos relacionados con la nicotina en la conducta exploratoria
que los adultos. Son necesarios mas estudios con mayor rango de dosis y diferentes pautas

de administracién con el fin de confirmar estas diferencias.
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EXPERIMENTO 4. INTERACCION ENTRE BUPROPION Y NICOTINA: ESTUDIO
DE LOS EFECTOS SOBRE LA CONDUCTA EXPLORATORIA Y LA BUSQUEDA DE
LA NOVEDAD EN RATONES ADOLESCENTES Y ADULTOS

1. MATERIAL Y METODO

1.1. Animales

En este experimento se emplearon 190 ratones macho de la cepa NMRI que a su llegada
al laboratorio tenian 23 dias de edad y un peso aproximado de 11-14 gr. Fueron obtenidos
comercialmente de laboratorios Charles-River (Barcelona, Espafia). Los ratones fueron
alojados en grupos de cinco, en cajas de plastico opaco de 25 x 25 x 15 cm y mantenidos en las

mismas condiciones que las descritas en el Experimento 1.
1.2. Aparatos

El modelo y material utilizado fue el mismo que el empleado y descrito en el experimento

anterior.

1.3. Tratamiento farmacoldgico

Los farmacos utilizados fueron bupropion (Bupropion Hydrochloride) y (-)-nicotina di-
(+) tartrato sal que se obtuvieron comercialmente de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). Ambos
farmacos fueron disueltos en suero fisioldgico. Una vez disuelta la nicotina en forma de sal con
el suero, el pH de la nicotina fue ajustado a 7 con hidréxido de sodio (NaOH). Todos los animales
recibieron dos tratamientos. Las dosis de bupropion utilizadas fueron: BUP10 y BUP40; y las de
nicotina NIC0.5 y NIC1, asi como sus posibles interacciones. Todas las dosis fueron
administradas en inyecciones con un volumen de 10 ml/kg. Las dosis experimentales fueron
seleccionados teniendo en cuenta los estudios previos relativos a las acciones de bupropion y la
nicotina sobre el comportamiento de roedores (Carrasco y cols., 2004; Neumeister y Riepe, 2012)
y sus efectos sobre la actividad espontanea en los ratones NMRI adolescentes y adultos (Redolat
y cols., 2005).
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1.4. Procedimiento

El periodo de adaptacion de los animales desde su llegada al laboratorio hasta la
realizacion de los experimentos en el caso de los adolescentes fue de 11 dias y en los adultos
de 37. Los ratones adolescentes (n=95) fueron evaluados cuando alcanzaron la edad de 34-
35 dias y los adultos (n=95) a los 60 dias de edad EI numero total de animales fue de 190
animales utilizandose +10 para cada dosis y edad. Los animales fueron distribuidos en 9

grupos segun el tratamiento experimental que recibian (ver Figura 4.1)

GRUPQOS EXPERIMENTALES

ADOLESCENTES ADULTOS
(95 ratones) (95 ratones)
BUP40-VEH BUP40-VEH
BUP10-VEH BUP10-VEH

VEH-NIC1 VEH-NIC1
VEH-NICO0.5 VEH-NICO0.5
VEH-VEH VEH-VEH
BUP40-NIC1 BUP40-NIC1
BUP40-NICO.5 BUP40-NICO0.5
BUP10-NIC1 BUP10-NIC1
BUP10-NIC.5 BUP10-NICO.5

Figura 4.1. Tratamiento farmacol6gico empleado en los grupos de adolescentes y adultos.

La sala experimental donde se realizaban los tests estaba iluminada débilmente
con una luz roja. Con el fin de facilitar la adaptacion de los ratones se les llevaba al
laboratorio una hora antes de la prueba experimental. En funcion del grupo asignado, los
animales recibieron dos inyecciones, la primera fue una inyeccion intraperitoneal de 10 o

40 mg/kg de bupropion o suero fisiologico, 15 minutos después recibieron la segunda
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inyeccion subcutanea de 0.5mg/kg 0 1 mg/kg de nicotina o suero fisioldgico de modo que
los tratamientos quedaron de la siguiente forma, tratamiento tnico: NIC0.5 y NIC 1 (0.5
0 1 mg/kg de nicotina) y BUP10 y BUP40 (10 o 40 mg/kg de bupropidn) o la interaccién
entre ambos farmacos (BUP40NIC1; BUP40NICO0.5, BUP1ONIC1 Y BUP10NICO.5) o
suero fisiolégico (VEH-VEH). El procedimiento aplicado fue el mismo que el descrito en

el experimento anterior.

2. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos han sido analizados mediante un andlisis de varianza (ANOVA). Las
medidas registradas y analizadas fueron las mismas que en el Experimento 3. Las
diferencias entre grupos de tratamientos se realizaron posteriormente, mediante el test

DHS de Tukey, considerandose significativo a partir de p<0.05.

3. RESULTADOS

Analisis conjunto de los adolescentes y los adultos

En relacién con el factor Edad, el ANOVA mostrd que la interacciéon del
tratamiento agudo con nicotina y bupropiédn fue estadisticamente significativa en: nimero
de HD F(1, 167)= 1.63, p<0.004 y erguirse sin pared F(17,167)=25.50, p<0.001. Las
pruebas a posteriori indican que los ratones adultos realizaron menos HD que los
adolescentes (p<0.01). En cambio, en la conducta de erguirse sin pared fueron los ratones

adultos los que realizaron mas veces dicha conducta (p<0.001).

El factor Tratamiento también alcanzo la significacidn estadistica en la latencia al
primer HD F(8,167)= 6.35, p<0.001. El analisis post-hoc evidencio que el tratamiento
BUP40-NIC1 increment la latencia de respuesta en comparacion con los grupos tratados
con BUP40-VEH, VEH-NIC1 o VEH-VEH (p<0.001). EI nimero de HD fue
estadisticamente significativo F(8,167)= 8.93, p<0.001. Las pruebas a posteriori indican
que el tratamiento con BUP40-VEH disminuy6 el nimero de HD en comparacion con
VEH-VEH (p<0.001). Asimismo, los grupos BUP40-NIC1 y BUP40-NICO0.5 mostraron
menos numero de HD que VEH-VEH (p<0.001). El ANOVA también indico diferencias
en la conducta de erguir con pared F(8,167)=6.64. (p<0.001). El analisis post hoc mostro
que el tratamiento VEH-NIC1 disminuy6 la conducta de erguir con pared respecto al
VEH-VEH (p<0.05). Por ultimo, el factor Tratamiento también alcanzo la significacion

estadistica cuando se analizo el tiempo dedicado al cuidado corporal F(8,167)= 3.49,

85



Efectos Conductuales del Bupropion

p<0.001. Las pruebas a posteriori en dicha conducta no detectaron el origen de estas

diferencias.

La interaccion Edad y Tratamiento fue estadisticamente significativa en la medida
de la latencia al primer HD F(8,149)= 2.33, p<0.022 (ver Figura 4.2). El resto de

conductas analizadas no alcanzaron la significacion estadistica. A continuacion

realizamos un anélisis mas pormenorizado, diferenciando los datos registrados por los

ratones adolescentes y los ratones adultos.

LATENCIAAL PRIMER HEAD DIP
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BVEH(IP)+VEH(SC)
OBUP 10+VEH(SC)
BBUP40+VEH(SC)
BVEH(IP)+NIC 0.5
OVEH(IP)+NIC 1
BBUP 10+NIC 0.5
®WBUP 10+NIC 1
TBUP 40+NIC 0.5
®mBUP 40+NIC 1

Figura 4.2. Efectos de la administracién aguda de nicotina, bupropién, vehiculo y su

interaccion en la latencia al primer head dip en ratones NMRI adolescentes y adultos en el test

del hole board.
***n<0.001, BUP40-NIC1 vs VEH-VEH

Adolescentes

La tabla 4.1 muestra los resultados de la administracion aguda del tratamiento con nicotina

(0.5 y 1 mg/kg), bupropién (10 y 40 mg/kg), la interaccion de ambos farmacos o vehiculo

en la tabla de agujeros en ratones adolescentes machos NMRI en las siguiente categorias

conductuales: total de HD; latencia al primer HD; erguirse con pared, erguirse sin pared,;

total de erguirse; y cuidado corporal. Los datos se presentan en las medias + SEM.
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ElI ANOVA mostrdé que la interaccion del tratamiento agudo de nicotina y
bupropidn con ratones adolescentes resultd estadisticamente significativa en el nimero
de HD F(8,77)=4.50, p<0.001. El anélisis de Tukey reveld que el tratamiento con la dosis
méas alta de bupropién BUP40-VEH vy su interaccién con nicotina BUP40-NIC1
disminuyd el nimero de HD en comparacion con el vehiculo (p<0.01). Ademas los
analisis indicaron la existencia de diferencias significativas en la conducta de erguir con
pared F(8,77)=3.10, p<0.004, el total de erguirse F(8,77)=2.46, p<0.02 y la conducta de
cuidado corporal F(8,77)=2.28, p<0.03, no encontrandose diferencias en las pruebas post-
hoc. Respecto a la conducta de latencia al primer HD y erguirse sin pared no se

encontraron diferencias significativas.

Adultos

En la tabla 4.2 se presentan los resultados obtenidos en las siguiente categorias
conductuales: total de HD; latencia al primer HD; erguirse con pared, erguirse sin pared;
el total de erguirse; y cuidado corporal, tras la administracion aguda del tratamiento con
nicotina (0.5 y 1 mg/kg), (bupropién 10 y 40 mg/kg), la interaccién de ambos farmacos o
vehiculo.

El ANOVA revelé que la interaccién del tratamiento agudo de nicotina y
bupropién en adultos fue estadisticamente significativa en la latencia al primer HD,
F(8,81)=5.33, p<0.001. El analisis post-hoc de Tukey indico que el grupo tratado con la
dosis mas altas de nicotina y bupropién BUP40-NIC1 incrementd la latencia en
comparacion con el grupo VEH-VEH (p<0.001). EI nimero total de HD también resultd
significativoF(8,81)=5.95, p<0.001. Las pruebas a posteriori mostraron que la
coadministracion de BUP40-NIC0.5 y BUP40-NIC1 disminuyé dicha conducta en
comparacion con VEH-VEH (p<0.05 y p<0.001, respectivamente). Asi mismo se observa
que el tratamiento con bupropidn y nicotina influy6 significativamente en la conducta de
erguirse con pared, F(8,81)=5.10, p<0.001. El post hoc revelo que los animales tratados
con nicotina VEH-NIC1 realizaron menos veces dicha conducta que los que recibieron
VEH-VEH (p<0.05). Por ultimo, las diferencias entre los grupos fueron estadisticamente
significativas en la conducta de erguirse con pared F(8,81)=5.502, p<0.001 y cuidado
corporal F(8,81)=2.33, p<0.05. Si bien, las pruebas a posteriori no reflejaron dichas

diferencias.
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4. DISCUSION

El presente estudio se centrd en los efectos de la interaccion del bupropion y la
nicotina, asi como en los efectos del tratamiento Unico con estos farmacos sobre la
conducta exploratoria en ratones de diferentes edades. Nuestros resultados muestran
cambios especificos con la edad en los niveles de exploracion de los estimulos
ambientales, ya que los ratones adolescentes mostraron un incremento del nimero de head
dipping, el cual es considerado como un indicador del nivel de curiosidad o basqueda de
novedad. Esta observacion confirma estudios previos que describian un aumento de la
busqueda de la novedad y la actividad exploratoria en roedores adolescentes (Carrasco y

cols., 2013) y lo hallado también en el anterior estudio de la presente Tesis Doctoral.

Mientras que el tratamiento con bupropion en adultos ha sido ampliamente
estudiado, se sabe poco acerca de sus efectos conductuales en la adolescencia, periodo en
el que se producen continuos cambios neuronales (Buwalda y cols., 2011; Spear, 2000).
Por ejemplo, la adolescencia se ha asociado con alteraciones significativas en el sistema
dopaminérgico (ver revision, Galvan, 2010). Las ratas adolescentes pueden ser mas
sensibles a la inhibicion en la recaptacion de dopamina que los adultos (Bolanos y cols.,
1998), lo que sugiere que durante la adolescencia las experiencias gratificantes provocan
una mayor liberacion de dopamina al comparar con los cambios observados en animales

adultos (Laviola y cols., 2003).

En nuestro estudio la evaluacion de los efectos inducidos por el tratamiento agudo con
bupropidén sobre la conducta del head dipping indica que la dosis méas elevada de este
farmaco (40mg/kg) produjo cambios en esta tarea exploratoria, mostrando una reduccion
significativa en el nimero de HD en ratones adolescentes, sin inducir claros efectos en
los adultos. Ello, podria indicar que los efectos del bupropion van a depender del nivel
basal de exploracién de los animales, es decir, cuando hay niveles altos como en el caso
de los adolescentes se hacen mas evidentes los efectos del bupropion. La reduccion de la
actividad exploratoria después de recibir el tratamiento con bupropion sugiere la
presencia de alteraciones en el estado emocional de los ratones adolescentes y una
disminucion en la motivacion para explorar un entorno desconocido (Takeda y cols.,
1998; Vaglenova y cols., 2004). El hole board es considerado un test que mide cambios
en la conducta emocional de los animales cuando se exponen a un nuevo ambiente (Saitoh

y cols., 2006). En los roedores, las diferencias en la actividad dopaminérgica mesolimbica
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pueden influir en la relacion entre reactividad a la novedad y la respuesta a los farmacos
(Bardo y cols., 2006).

Otro objetivo fue evaluar los efectos de la coadministracién de bupropién y
nicotina en la busqueda de la novedad comparando ratones de diferentes edades, lo que
podria ayudar a comprender mejor el perfil conductual del bupropion y de la nicotina asi
como ayudar al esclarecimiento de sus propiedades farmacologicas. Si bien, hay
numerosos estudios indicando que los ratones adolescentes son mas sensibles a los efectos
adictivos de la nicotina, no todos confirman este efecto diferencial (Shram y cols., 2008).
Lo hallado en el presente estudio muestra que el tratamiento agudo con nicotina no indujo
efectos significativos en la conducta del head dipping ni se observaron cambios en la
latencia al primer head dip en ninguna de las dos edades evaluadas (adolescentes y
adultos). Ademas, nuestros resultados indican que la administracion de la dosis méas alta
de bupropidn junto a las dos dosis de nicotina indujeron una disminucién del head dipping
en ambas edades. En los adolescentes se observa que el tratamiento con la dosis mas alta
de bupropion y nicotina (BUP40-NIC1) provocé una disminucion del HD cuando los
animales fueron confrontados a un nuevo entorno, disminuyendo la exploracién de forma
similar a cuando se administr6 Unicamente bupropidn. Un resultado interesante lo
encontramos en los ratones adultos, en los que el tratamiento Unico con bupropién o
nicotina no tuvo efectos significativos en la conducta de head dipping. Sin embargo, la
interaccion entre ambos farmacos indujo una acusada disminucién de dicha conducta,
sugiriendo que tanto en adolescentes como en adultos la nicotina potencia los efectos del

bupropién.

También hemos valorado los cambios que se observan en otras categorias
conductuales con el fin de obtener una vision mas completa del comportamiento de los
ratones después de la administracion de nicotina, bupropion o la interaccion de ambos
tratamientos en el hole board. Investigaciones previas empleando ratas y ratones han
encontrado que los adolescentes actlan de forma hiperactiva cuando se encuentran en
medios novedosos (Darmani y cols., 1996). Los ratones adolescentes aumentaban la
busqueda de novedad comparado con los adultos y en las ratas adolescentes encontraban
que eran hiper-reactivas ante los estimulos nuevos (Spear, 2000). Nuestros datos, en
cambio, reflejan que los ratones adolescentes disminuyeron la conducta de erguir sin

pared en comparacion con los adultos, confirmando estudios previos que indican que los
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roedores adolescentes presentan una menor exploracion motora que los adultos cuando
esta se evalUa en el laberinto elevado en forma de cruz (Doresmus y cols., 2003; Lynn y
Brown, 2010). Por otra parte, en ratones adultos el tratamiento con nicotina tuvo efectos
sobre la conducta de erguirse. Los cambios observados en esta conducta sefialan que la
administracion aguda de nicotina disminuyo la actividad motora de forma dosis-

dependiente.

En conclusidn, nuestros resultados confirman y amplian estudios previos que sugerian
que el bupropion y la interaccion de bupropidn y nicotina inducen efectos diferentes en

funcién de la edad en que son administrados a los animales.
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EXPERIMENTO 5. INTERACCION ENTRE BUPROPION Y NICOTINA:
EFECTOS SOBRE LA ANSIEDAD EN RATONES ADOLESCENTES Y
ADULTOS

1. MATERIAL Y METODO

1.1. Animales

En este experimento se emplearon 190 ratones macho de la cepa NMRI a su
Ilegada al laboratorio tenian 23 dias de edad y un peso aproximado de 11-14 gr, obtenidos
comercialmente de laboratorios Charles-River (Barcelona, Espafa). Los animales fueron
alojados en grupos de cinco, en cajas de plastico opaco de 25 x 25 x 15 cm y mantenidos

en las mismas condiciones que las descritas en el Experimento 1.
1.2. Aparatos

e El laberinto elevado en forma de cruz o plus maze esta formado por dos brazos
abiertos (30 x 5 x 0,25 cm) y dos cerrados (30 x 5 x 15 cm) fijados en angulos de
90 grados el uno del otro. El punto donde se juntan los cuatro brazos forma la
plataforma central (5 x 5 cm). El suelo del laberinto es de Plexigléas negro y las
paredes de los brazos cerrados son de Plexiglas trasparente. Los brazos abiertos
tienen un pequefio borde de 0,25 cm que proporciona agarre a los animales. Todo

el aparato esta elevado 45 cm del suelo.
El resto de material fue el mismo que el empleado en los Experimentos 3 y 4.

1.3. Tratamiento farmacolégico

Los farmacos utilizados fueron bupropion (Bupropion Hydrochloride) y (-)-nicotina
di-(+) tartrato sal que se obtuvieron comercialmente de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

El tratamiento y las dosis empleadas fueron las mismas que en el anterior Experimento.

1.4. Procedimiento

El periodo de adaptacion fue igual a la del Experimento 4. Del total de los 190

ratones la mitad eran adolescentes y los otros 95 adultos.
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La valoracion en el plus maze se realizo de la siguiente manera. Al principio de
cada test, se colocaba al raton en el area central del “plus maze” de cara a un brazo abierto,
dejandole explorar durante cinco minutos el aparato. Al término de cada prueba, los
animales eran devueltos a sus jaulas y el laberinto se limpiaba y secaba. Las conductas
mostradas por los ratones eran grabadas con una camara (Panasonic NV-DS27EG) y
posteriormente analizadas por un observador “ciego” al grupo de tratamiento al que
pertenecia cada animal. Se utilizé un método computerizado para evaluar las conductas

mostradas por el animal.

La utilizacién del programa “Raton-time” permite establecer el tiempo y
frecuencia que pasa el animal en cada una de las tres secciones del aparato (brazos
cerrados, brazos abiertos y plataforma central). El observador visualiza en la television el
test previamente grabado, al tiempo que presiona en el teclado del ordenador la tecla que
corresponde a la conducta que el animal realiza. Las medidas grabadas durante el periodo
del test son la frecuencia de entradas y el porcentaje de tiempo empleado por el animal
en cada seccion del aparato. Se consideraba que un brazo era visitado cuando el animal
entraba con las cuatro patas (Pellow y cols., 1985). Finalizada la valoracion, se obtuvo un
registro impreso de los resultados. Ademas, se realizd un analisis etoldgico de las

siguientes conductas (Rodgers y cols., 1994):

e  “Head dipping” (HD) consiste en un movimiento de cabeza exploratorio.
Seré considerada esta conducta cada vez que el animal saque la cabeza
hacia el suelo, tanto en la seccion abierta como en la cerrada y el nimero
total de veces que la muestra. La seccion cerrada o area protegida
comprende los brazos cerrados y la plataforma central y los brazos abiertos
son la seccidn abierta 0 no protegida.

o “Stretched attend posture” (SAP) es una postura exploratoria, en la que el
animal estira la cabeza y el cuerpo hacia delante, retrayéndose a su
posicion original en brazos abiertos y cerrados. También se distingue si se
realiza en el area protegida o no protegida.

e “Rearing” 0 erguirse cuando el animal se levanta sobre sus patas traseras,
apoyandose en la pared del brazo cerrado.

La literatura acerca de la relacion entre las conductas analizadas y la ansiedad

indican que el aumento o disminucion en el nimero y porcentaje de entradas en los brazos
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abiertos, asi como el tiempo empleado en los brazos abiertos son utilizados como
pardmetros para medir los efectos ansioliticos o ansidgenos de los diferentes farmacos
(Modol y cols., 2011; Navarro y cols., 2002).

2. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos han sido analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA). Las

conductas analizadas fueron:
1. Frecuencia de entradas en cada seccién del aparato.

2. Porcentaje de tiempo empleado (en segundos) por el animal en cada

seccion del aparato.

3. Frecuencia de HD, numero de veces que el animal saca la cabeza hacia el

suelo).
4. Porcentaje de HD que el animal realiza en la seccion protegida del aparato.

5. Frecuencia de SAP (nimero de veces que el animal estira la cabeza y el

cuerpo hacia delante, retrayéndose a su posicién original).
6. Porcentaje de SAP que el animal realiza en la seccidn protegida del aparato.

7. Frecuencia de erguirse (numero de veces que el animal se levanta sobre sus

patas traseras, apoyandose en pared del brazo cerrado).

El anélisis de diferencias entre grupos de tratamientos se realizaron mediante el test

DHS de tukey, considerando estadisticamente significativo a partir de p<0.05.
3. RESULTADOS

Andlisis conjunto de los adolescentes y los adultos

El anlisis de varianza mostré que el factor Edad fue estadisticamente
significativo en las siguientes variables: entradas en brazos abiertos F(8,162)= 9,2,
p<0,003; entradas plataforma central F(8,162)= 11.2, p<0.001; entradas total a brazos
F(8,162)= 10,3, p<0,002; SAP en brazos abiertos F(8,162)= 5.9, p<0.02; porcentaje de
HD F(8,162)= 10.8, p<0.001; erguirse F(8,162)= 4.3, p<0.04. Las pruebas a posteriori
sefialaron que los ratones adolescentes, en comparacion con los adultos, ejecutaron mas
entradas a los brazos abiertos (p<0.01), entradas a la plataforma central (p<0.01), entradas
totales a brazos (p<0.01), SAP en los brazos abiertos (p<0.05) y erguirse (p<0.05). En
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cambio, dichos post-hoc mostraron que el porcentaje de HD de los ratones adolescentes

disminuyé en comparacion con los adultos (p<0.01).

El factor Tratamiento fue estadisticamente significativo respecto a la frecuencia
en la que los ratones adolescentes y adultos realizaron las siguientes conductas: entradas
a los brazos abiertos F(8,162)= 4.2, p<0.001; entrada a los brazos cerrados F(8,162)= 3.9,
p<0.001; entradas a la plataforma central F(8,162)= 7.0, p<0.001; entradas totales a los
brazos F(8,162)= 6.7, p<0.001. Los analisis post-hoc no detectaron el origen de dichas

diferencias.

El ANOVA mostrd ademas que la interaccion del tratamiento agudo con nicotina
y bupropion influyé significativamente en la frecuencia en la que los ratones adolescentes
y adultos realizaron HD en los brazos cerrados F(8,162)= 5.03 p<0.001. El post-hoc
evidenci6 que la interaccion BUP40-NICO0.5 disminuyo el nimero de HD en los brazos
protegidos en comparacion con el VEH-VEH (p<0.01). EI SAP en los brazos abiertos
resultd estadisticamente significativo F(8,162)= 4.1, p<0.001. Las pruebas a posteriori
evidenciaron que los ratones que recibieron la dosis mas alta de nicotina VEH-NIC1
realizaron menos veces dicha conducta al compararlos con VEH-VEH (p<0.05). También
se detectaron diferencias significativas en el total de SAP F(8,162)= 4.5, p<0.001, siendo
los animales tratados con la dosis de VEH-NIC1 los que disminuyeron el nimero total de
SAP en comparacion con VEH-VEH (p<0.05). Asi mismo, resultaron estadisticamente
significativas las diferencias en la conducta de erguirse F(8,162)= 2.5, p<0.01,
observandose que la dosis méas alta de nicotina (1mg/kg) redujo dicha conducta en
comparacion con VEH-VEH (p<0.01). Respecto al resto de conductas no se registraron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos.

Por otra parte, el ANOVA también evidencié que los factores principales Edad y
Dosis interaccionaron de forma significativa en las siguientes variables: tiempo en brazos
abiertos F(8,162)= 2.1, p<0.04; frecuencia de HD en los brazos cerrados F(8,162)= 2.7,
p<0.008 y porcentaje del total de HD F(8,162)= 2.6, p<0.01. Con el fin de profundizar en
dichas diferencias se realizaron analisis separados para los grupos de ratones adolescentes

y adultos, que se exponen a continuacion.
Adolescentes

La Tabla 5.1 muestra los datos (media + SEM) de cada una de las

categorias conductuales de todos los grupos experimentales.
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La interaccion del tratamiento con nicotina y bupropidn resulto estadisticamente
significativa en el tiempo en los brazos abiertos, F(8,84)= 2.28, p<0.03. La prueba de
Tukey indico que los ratones tratados con VEH-NIC1 aumentaron esta conducta en
comparacion VEH-VEH (p<0.05). También fueron significativas las diferencias en las
entradas en los brazos abiertos F(8,84)=3.12, p<0.004. El analisis a posteriori evidencio
que la interaccion con la dosis més alta de bupropion y las dos dosis de nicotina (BUP40-
NICO0.5 y BUP40-NIC1) incrementaron el numero de entradas en los brazos abiertos
respecto al VEH-VEH (p<0.05 y p<0.01, respectivamente). Igualmente, existieron
diferencias significativas en las entradas en los brazos cerrados F(8,84)=3.36, p<0.002.
El tratamiento con la dosis més alta de nicotina VEH-NIC1 disminuyé el nimero de
entradas en los brazos cerrados respecto a los tratados con VEH-VEH (p<0.05). En
cambio, la coadministracion de BUP40-NICO0.5 increment6 significativamente en el
nimero de entradas en los brazos cerrados respecto a los tratados con VEH-VEH
(p<0.01). Asimismo, se observa que las entradas en la plataforma central fueron
significativas F(8,84)=5.22, p<0,001. Los andlisis a posteriori hallaron que la
coadministracion de BUP40-NICO0.5 aumento significativamente dicha conducta respecto
al VEH-VEH (p<0.001).

Por otro lado, también resultaron estadisticamente significativas las diferencias en
las entradas totales a los brazos F(8,84)=4.704, p<0.001. La administracion de VEH-
NIC1 disminuyé significativamente esta conducta en comparacion con el VEH-VEH
(p<0.05), mientras que la interaccion de BUP40-NICO0.5 las aument6 respecto al VEH-
VEH (p<0.01). Por otro lado, la conducta de HD en los brazos protegidos fue sensible a
los efectos del tratamiento experimental F(8,84)=4.569, p<0.001. Los ratones que
recibieron VEH-NIC1 y la interaccibn BUP40-NICO0.5 presentaron una disminucion
significativa del nimero de HD realizados en los brazos protegidos del laberinto respecto

a los animales tratados con VEH-VEH (p<0.05 y p<0.01, respectivamente).

Por ultimo, las diferencias entre los grupos en el porcentaje de HD fueron
estadisticamente significativos F(8,84)=2.794, p<0.009, observandose que el tratamiento
VEH-NICO0.5 aument6 significativamente dicha conducta en comparacion con aquellos
que recibieron VEH-VEH (p<0.05). Del mismo modo, la conducta total de SAP fue
estadisticamente significativa F(8,84)=2.087, p<0.047. El tratamiento con la dosis méas
alta de nicotina (1mg/kg) redujo el nimero total de SAP respecto al VEH-VEH (p<0.05).
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También resultd significativo el SAP en los brazos abiertos F(8,84)=2.44, p<0.02, si bien
los andlisis post-hoc no detectaron estas diferencias.

Adultos

La Tabla 5.2 muestra los datos (media + SEM) para cada una de las categorias

conductuales de todos los grupos experimentales.

En los ratones adultos, el analisis de varianza detectdé que la interaccion del
tratamiento con nicotina y bupropidn resultd estadisticamente significativa en las
entradas en los brazos cerrados F(8,77)=2.603, p<0.02 y los SAP realizados en los
brazos abiertos F(8,77)=2.089, p<0.05. Si bien, las pruebas a posteriori no hallaron el

origen de tales diferencias entre tratamientos.

Las diferencias entre dosis en las entradas en la plataforma central resultaron
estadisticamente significativas, F(8,77)=3.688, p<0.001. Tras realizar el analisis post-hoc
del test DHS de Tukey encontramos que los ratones que recibieron el tratamiento VEH-
NICO0.5 disminuyeron el nimero de entradas en la plataforma central respecto al grupo
VEH-VEH (p<0.05). Asimismo, se observa que fueron significativas las diferencias en
las entradas totales en los brazos, F(8,77)=3.833, p<0.001. Los anélisis a posteriori
indicaron que el tratamiento con VEH-NIC0.5 y con VEH-NIC1 redujo

significativamente dicha conducta en comparacion con VEH-VEH (p<0.05).

En referencia al nimero total de SAP, el ANOVA resulto estadisticamente significativo,
F(8,77)=2.742, p<0.011. Los grupos VEH-NICO0.5 y VEH-NIC1 disminuyeron dicha conducta
en comparacion el VEH-VEH (p<0.05 y p<0.01, respectivamente). También la conducta de HD
en los brazos protegidos resultd estadisticamente significativo, F(8,77)=3.314, p<0.003. Los
ratones tratados con la dosis mas alta de bupropion disminuyeron dicha conducta en comparacion
con VEH-VEH (p<0.05). Del mismo modo, la coadministracion BUP40-NIC0.5 y BUP40-NIC1
también disminuyd el HD en los brazos protegidos que los que recibieron VEH-VEH (p<0.01y
p<0.05, respectivamente). Respecto a la conducta de erguirse se hallaron diferencias significativas
F(8,77)=2.191, p<0.039. El post-hoc indico que los ratones que recibieron la dosis de BUP10-
VEH disminuyeron dicha conducta respecto al grupo VEH-VEH (p<0.05). Asi mismo, redujo
esta conducta el tratamiento con nicotina VEH-NIC0.5 y VEH-NIC1 en comparacion con el
grupo control VEH-VEH (p<0.05 y p<0.01, respectivamente), al igual que se observé con la
coadministracion BUP40-NICO0.5 que disminuyd la conducta de erguirse en comparacion con
VEH-VEH (p<0.05).

99



Efectos Conductuales del Bupropion

HIA-H3A SA G0DIN-0vdNE ‘HIA-HIA SA TOIN-HIA T0'0>0sex

HIA-HIA SA HIA-0rdNG ‘HIA-HIA SA HIA0TANG ‘HIA-HIA SA TOIN-07dNg ‘HIA-HIA SA G0DIN-0rdNg ‘HIA-HIA SA TOIN-HIA ‘HIA-HIA SA G'0DIN-HIA G000«

Y'€FY'GT 8'2¥GL'ST +9'E¥€9'6 YFPY'8T z'e¥eT «6'TFIT'0T wE'TFEE L +0'EFP'6 2'€¥€9'6T Buesy |e101L
2'e¥8L'ST G'2¥88'6T 9'2¥GL'ST ¥'2¥9G'GT T'€¥2C'vT 1'2¥68'0T «S'TFEE'S +E'TF.9'6 €'77€9'0T dvs [elol
§'67.6'T¢C Z'TIF'vE L'€TFE'EE 6'L¥ey 2'8¥8'1e v'G¥2'Ce 9'6¥2'SS xL'1¥2'92 8'978T'0¢ aH [e10L %
«V'TFS %6 wxC TFL'E 6'T¥8'0T «T'TF6'V 2'T¥¢'0T 8'z¥e'eT 1'279'8 2'2¥S'0T opiBeloid ozeiq aH
9'TTF16'LY 6'L78G' VY v'€TF0L 2y 8'9FTL'2E 6'G¥62'ey €'GFI8'oy 9'LFIV'LC €'0T¥89'6Y L'TFLT'6E a-H ep [e10L %
v¥6'T¢C g'eFL'ee 1'G7G'8T F'ee 8'T¥e'9e z¥0C L'z¥eT ¥G'CFIS'TT 6'0¥8€'6T [enusd ewioyere|d sepenul
6'CFEC'TT T'2¥8E'TT 9'7¥88'6 L'T¥68'ET «V'TFEEVT ¥'T79G'8 ' TFP'9 G'TF.9'S 0'T¥8€'0T sopeliad sozeiq sepenul
9'2¥.9'0T 2'ZFET'ET 9'€FET'6 ¥'2¥8L'0T 8'T¥.9'CT S'TFIT'CT 8'TF.9'S 2'1%22'9 0'T¥€9'6 solalge sozeiq sepeljul
L'TEFL'EVT €'VZFL'EET v'EvF8CT €'02¥86 T'TZ¥8'62T 6'STF/'vT £2%¢8 TEF6VT 8¥S'LTT sonaIqe S0zelq us odwall
0'v¥ee v'2¥S've G'GF6T 6'TF.9'vC 6'TF.C 2'2¥19'02 «6'0FTT'CT £«G'C¥68'TT 6'0%0¢ sepeJius ap |eioL
TOIN-OvdNg TOIN-0TdNE  G'0DIN-OvdNE  S0DIN-0TdNE  HAA-0¥dNd H3aA-0TdNg TOIN-H3A S'0DIN-H3A HAA-HIA

"INS F Selpaw se| uejuasaid solep S0 THIAIN Soydew sojnpe
Sauolel uod azew snid |8 ua (HIA) oIndiyan o (Bx/6w 0T A 0 ) ugidoudng A (/6w G 0 A T) BUIIODIU UOD OJUBIWETRI] [8P BPNBR UQIJRIISIUILIPE B] 9P 010843 "Z'G Blgel

100



Estudio 2. Influencia del Bupropidn sobre el Nivel de Ansiedad

5. DISCUSION

En el presente estudio evaluamos los efectos del tratamiento con bupropion,
nicotina y la interaccion entre ambos farmacos sobre la ansiedad en ratones adolescentes
y adultos. Para ello, utilizamos el laberinto elevado en forma de cruz que es un test
sensible a manipulaciones farmacoldgicas o conductuales que pueden influir sobre los
niveles de ansiedad. Este modelo se basa en el miedo a los espacios abiertos ya que la
conducta de ansiedad es normal en roedores cuando se enfrentan a un nuevo entorno,
resultando la exposicion al ambiente novedoso aversivo por el riesgo de depredacion
(Livtin y cols., 2008). De hecho en el laberinto elevado en forma de cruz, el incremento
del tiempo que los roedores pasan en los brazos abiertos se atribuye a una respuesta

asociada a baja ansiedad (Walf y Frye, 2007).

Un dato interesante hallado en el presente experimento es que existen diferencias
significativas entre los ratones de diferente edades, observandose en los ratones
adolescentes un aumento de las entradas a brazos abiertos en comparacion con los adultos.
Este resultado sugiere que los roedores adolescentes exploran mas y son menos ansiosos
que los adultos (Philpot y Wecker, 2008) y parecen realizar mas respuestas arriesgadas y
responden mas a la novedad que los adultos (Spear, 2007). Este resultado coincide con
los dos estudios anteriores recogidos en la presente Tesis Doctoral que también indicaban
que los adolescentes mostraban un aumento en la basqueda de la novedad en el modelo

de la tabla de agujeros.

Estudios previos indican que la nicotina ejerce diferentes acciones en conductas
relacionadas con la ansiedad, pudiendo actuar como ansidgeno, ansiolitico o no tener
efecto (Zarrindast y cols., 2013). Los efectos de la nicotina en la ansiedad resultan
complejos al involucrar a varios sistemas de neurotransmision y sustratos
neuroanatémicos. La nicotina modula la liberacion de multiples neurotransmisores en el
SNC, incluyendo acetilcolina, noradrenalina, dopamina, GABA, serotonina, glutamato y
neuropéptidos. Algunos estudios indican que los comportamientos ansiogenicos
inducidos por la nicotina pueden ser resultado de sus efectos sobre péptidos opioides
enddgenos (Trigo y cols., 2009) o sobre de la liberacion de serotonina (Cheeta y cols.,
2000) ya que la nicotina altera el nivel de serotonina en regiones como la amigdala, ndcleo
paraventricular del talamo e hipocampo dorsal, regiones todas ellas involucradas en los

procesos relacionados con la ansiedad (Bang y Commons, 2011).
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Algunas investigaciones previas han hallado que la nicotina puede inducir efectos
ansiogénicos en el laberinto elevado en forma de cruz (Zarrindast y cols., 2010), mientras
otras han sugerido en que la nicotina induce efectos de tipo ansiolitico en el test de
luz/oscuridad (Piri 2012). Estudios con roedores de diferentes edades apoyan la idea de
que los adolescentes son mas sensibles a los efectos de la nicotina que los adultos (Ahsan
y cols., 2014), lo que indicaria que los efectos de la nicotina podrian verse alterados por
la edad de los animales experimentales. Los datos obtenidos en el presente trabajo sefialan
que la dosis mas alta de nicotina indujo un efecto ansiolitico en los adolescentes, mientras

que no tuvo efectos en los ratones adultos, confirmado observaciones previas.

Con respecto a los pardmetros clésicos utilizados para medir el perfil ansiolitico
de un farmaco en el laberinto en cruz, en nuestro estudio encontramos que el tratamiento
con bupropidn no aumento el nimero de entradas a brazos abiertos, el tiempo pasado en
los brazos abiertos, o el porcentaje de entradas en los brazos abiertos en ninguna de las
dos edades evaluadas. La observacién de que el bupropién no parece tener una clara
actividad ansiolitica es consistente con trabajos previos realizados en nuestro laboratorio
utilizando tanto el test del laberinto elevado en forma de cruz como el paradigma de

interaccion social (Carrasco y cols., 2006; Redolat y cols., 2005).

Por otra parte, la co-administracion de bupropién (40 mg/kg) con las dos dosis de
nicotina (0.5 y 1 mg/kg) en los ratones adolescentes indujo un aumento de las entradas en
brazos abiertos que ha sido considerada como una medida del efecto ansiolitico (Rodgers
y cols., 1994). Por ello, teniendo en cuenta este parametro, los presentes hallazgos
sugieren que la coadministracion de estos farmacos parecen inducir un perfil ansiolitico.
Estudios previos habian sugerido que el bupropion y sus metabolitos invierten los efectos
asociados a la ansiedad tras la abstinencia de nicotina en ratones de 8-10 semanas de edad
(Damaj y cols., 2010). Biala y Kruk (2009) tambiéen informaron de que el pretratamiento
con bupropion invertia el efecto ansiolitico que induce la nicotina y la d-anfetamina en
ratones (Biala y Kruk, 2009). En el test del marble-burying, un modelo animal utilizado
para examinar los efectos de las drogas en la ansiedad, el bupropion redujo dicha conducta
sugiriendo una accién ansiolitica (Hayashi y cols., 2010). Sin embargo, en la prueba de
interaccidn social el bupropion no influyé significativamente en el tiempo que los ratones
adultos dedicaron a la investigacion social, un parametro que se ha relacionado con un

perfil ansiolitico (Redolat y cols., 2005). Las diferencias metodologicas entre
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experimentos - tales como la edad de los sujetos, la manipulacion previa a la prueba, el
alojamiento, la linea basal del nivel de ansiedad, el procedimiento aplicado o el paradigma
de ansiedad empleado en cada estudio- podrian explicar algunos de los resultados

contradictorios.

Otra conducta registrada en esta investigacion fue la referida a las entradas totales
a brazos, medida que se relaciona principalmente con la actividad motora de los animales
(Carrasco y cols., 2013) aunque este parametro puede reflejar ambos efectos (cambios en
la ansiedady/o actividad motora). Generalmente, las medidas mas habituales para valorar
la actividad motora corresponden a las entradas en los brazos cerrados y en la plataforma
central (Budzynska y cols., 2015). Los datos previos obtenidos en nuestro laboratorio
sefialan que la administracién de bupropion induce hiperactividad tanto en adolescentes
como en adultos (Redolat y cols., 2005). Los resultados del presente estudio indican que,
independientemente de la edad, los ratones tratados Unicamente con bupropién no
mostraron efectos significativos en la actividad motora al no inducir cambios en el
namero de las entradas a plataforma central y en los brazos cerrados, si bien, en esta
ultima conducta cuando se administro junto con la dosis mas baja de nicotina BUP40-
NIC 0,5 indujo un incremento en la locomocién pero solo en adolescentes. En cambio,
tras la administracion de nicotina se advirtié una disminucion en la actividad motora en
adolescentes y adultos. En el analisis comparativo entre ambos grupos de edad
encontramos que la interaccion de nicotina y bupropion (BUP40-NICO0.5) incremento el
nimero de entradas totales a brazos y entradas a brazos cerrados en los ratones
adolescentes pero no en los adultos, pudiéndose interpretar como que los adolescentes

son mas impulsivos que los adultos (Chase y Hogarth, 2011).

El pardmetro denominado “stretched attend posture” (SAP) se ha asociado a la
conducta exploratoria en el laberinto elevado en forma de cruz y su incremento o
disminucion se asocia a la indecisién o la exploracién (Calatayud y cols., 2004). Nuestros
resultados indican que la dosis mas alta de nicotina (1mg/kg) disminuy6 el namero de
SAPs totales y el SAP en brazos abiertos, siendo un perfil etologico coherente con una
reduccion de la busqueda de la novedad (Abreu-Villaga, 2015). Respecto al parametro
“HD en brazo protegido”, el tratamiento con la dosis mas alta de bupropion y su
interaccién con las dos dosis de nicotina administradas indujeron una disminucién de
dicha conducta que también se asocia a una disminucion en la basqueda de la novedad,

confirmado lo encontrado en el anterior experimento del presente trabajo.
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La conducta de erguirse se relaciona con cambios en la actividad motora. En esta
investigacion hallamos que los ratones adolescentes se irguieron mas veces que los
adultos. Nuestros resultados también demuestran que cuando el bupropion se administrd
solo, unicamente la dosis mas baja (BUP10) indujo una disminucion en la conducta de
erguirse en los ratones adultos, sin afectar a otras medidas etoldgicas obtenidas en el
laberinto en cruz. El tratamiento con ambas dosis de nicotina (0.5 y 1 mg/kg) y la
coadministracion de BUP40-NIC0.5 también redujeron significativamente dicha
conducta, lo que probablemente se deba a un mayor efecto hipolocomotor de ambos
farmacos en los ratones adultos. Estos datos se relacionan con bajos niveles de
exploracion pero también con el nivel basal de actividad motora asociada al tratamiento

y a los efectos ansidgenos experimentados por los ratones adultos.

En resumen, el presente estudio sugiere que el tratamiento con nicotina y la
interaccion de bupropion y nicotina muestran efectos diferenciales en las conductas

asociadas a la ansiedad en relacion con la edad.
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A pesar de los numerosos estudios existentes acerca de la conducta social en
ratones, se han realizado pocas investigaciones que aborden y cuantifiquen el efecto que
el tratamiento con nicotina y bupropion produce en las conductas etoldgicas relacionadas

con la agresion, y en particular, las posibles diferencias entre adolescentes y adultos.

La agresividad mostrada por los roedores tras manipulaciones farmacologicas ha
resultado se un método Util para comprender los efectos de los farmacos en la conducta.
El tratamiento con antidepresivos disminuye la agresion en diferentes modelos animales,
de hecho los tratamientos que incrementan el nivel de serotonina reducen las conducta
agresivas (Carrillo y cols., 2009). Godar y colaboradores (2014) encontraron que el
tratamiento con fluoxetina (ISRS) en ratones agrupados tenia un efecto anti-agresivo
cuando se evaluaba tanto en el test de interaccion social como en el test intruso-residente.
Otros estudios en los que se han manipulado farmacoldgicamente los niveles de dopamina
han encontrado resultados contradictorios, ya que en unos aumentaba y en otros

disminuian la agresion (Schwartzer y Melloni, 2010).

El paradigma de agresion inducida por aislamiento ha sido ampliamente utilizado
en psicofarmacologia de la agresion. Este método permite reproducir conductas agresivas
tipicas de la especie, adaptativas y dirigidas a competir por un territorio, ya que el
aislamiento social normalmente incita a la agresién en animales territoriales como los
ratones (Brain, 1975). Ademas, la aplicacion de esta metodologia permite observar un
amplio repertorio de conductas agonisticas, mostradas por los animales cuando son
enfrentados a otros machos de la misma especie, haciendo posible el uso de técnicas
etoldgicas que pueden detectar efectos muy especificos de los farmacos que estén siendo
evaluados (File y Seth, 2003). Ademas, hay que tener en cuenta que esta agresion se
produce en un area neutral, donde diversos estudios constatan unos niveles de agresion
muy inferiores a los observados cuando los encuentros se realizan en la propia jaula del
animal (File y Seth, 2003).

Diversos sistemas de neurotransmision han sido involucrados en la regulacién de
la conducta agresiva, incluyendo la serotonina, dopamina, GABA, opiaceos
(Vanderschureny Trezza, 2014; Young y cols., 2014), entre otros. Desde el punto de vista
neuroanatobmico la amigdala es la principal estructura cerebral que procesa el
condicionamiento de miedo. En modelos animales de estrés agudo y crénico, las neuronas

del nucleo basolateral de la amigdala muestran un incremento en las respuestas que
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contribuyen al almacenamiento de la memoria de miedo, incrementando la ansiedad y la

agresion (Blanco-Gandia y cols., 2015).

Investigaciones pioneras realizadas con nicotina mostraron que una inyeccion
intraventricular de este farmaco provocaba la estimulacion de los receptores colinérgicos
nicotinicos y acentuaba el comportamiento agresivo en los ratones, induciendo un
aumento en el numero de episodios de combate (Rolinski y Herbut, 1985).
Posteriormente, Johnson y colaboradores (2003) observaron que la nicotina disminuia
tanto las conductas ofensivas (medidas en el paradigma residente-intruso) como
defensivas (target biting), obteniéndose un efecto mas potente en este ultimo caso. En
investigaciones previas en nuestro laboratorio encontramos que a dosis bajas de nicotina
no se observaba un efecto claro en la agresién inducida por aislamiento en ratones adultos,
tanto cuando el farmaco se administraba de forma aguda o de forma cronica durante los

10 dias previos a los encuentros agonisticos (Redolat y cols., 2002).

Un aspecto a tener en cuenta en relacion con la nicotina es que sus efectos pueden
estar modulados por la edad de los animales en el momento de la administracion.
Numerosos estudios sugieren que los roedores adolescentes y adultos muestran una
sensibilidad diferencial a los efectos conductuales, neurogquimicos y endocrinos de esta
sustancia (Smith y cols., 2015). Los resultados obtenidos por Smith y colaboradores
(2015) revelan que el consumo de nicotina durante la adolescencia temprana produce
modificaciones neuronales, alterando el crecimiento dendritico y afectando

especialmente al sistema dopaminérgico.

En general se ha confirmado que los roedores adolescentes son mas sensibles a
las acciones estimulantes de la nicotina sobre la actividad motora (Cruz y cols., 2005).
Asimismo, se ha encontrado que las ratas que han sido pretratadas con nicotina durante
la adolescencia muestran una mayor hiperactividad ante ambientes novedosos que los
controles (Adriani y cols., 2004). Se han observado diferencias en los efectos reforzantes
de la nicotina, siendo la administracion de este farmaco mas gratificante durante la
adolescencia temprana que en edades posteriores (Smith y cols., 2015), Ademas, en
ratones Yy ratas adolescentes la nicotina induce mayor auto-administracion que adultos
(Adriani y cols., 2006); aungue en ratas este resultado no fue confirmado por Weaver y
colaboradores (2012).

A pesar del nimero cada vez mayor de trabajos sobre este tema, hay muy pocas
investigaciones que hayan abordado el estudio de los efectos diferenciales de la nicotina
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en ratones adolescentes y adultos con respecto a la conducta social y la agresion inducida
por aislamiento. También, existen pocos estudios acerca de los efectos del tratamiento
con bupropion sobre la agresion inducida por aislamiento en ratones. Aplicando este
modelo conductual de agresion en nuestro laboratorio, observamos que este farmaco
unicamente aumentaba el comportamiento de ataque en ratones que tenian bajos niveles

basales de agresividad (Redolat y cols., 2005a).

Con el objetivo de investigar si la administracion aguda de nicotina y bupropion
0 su coadministracion influyen sobre la interaccion social y el comportamiento agresivo
en funcion de la modalidad de alojamiento, se realizaron tres estudios, los cuales se
expondran a continuacion. En el primer estudio se establecio el perfil conductual de la
co-administracion de nicotina y bupropion durante los encuentros sociales en los ratones
alojados en grupo. En el segundo experimento, se evalué el efecto de ambos farmacos
después de un periodo de aislamiento (15 dias) tanto en ratones adolescentes como en
adultos. En el ultimo estudio se valoraron los efectos del bupropion en las diferentes
categorias conductuales durante los encuentros sociales, atendiendo a las diferentes

modalidades de alojamiento
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EXPERIMENTO 6. EFECTOS DE LA COADMINISTRACION DE BUPROPION

Y NICOTINA SOBRE LA CONDUCTA DE INTERACCION SOCIAL !

1. MATERIAL Y METODO
1.1. Animales

En este experimento se emplearon 250 ratones macho de la cepa OF1, obtenidos
de laboratorios Charles-River (Barcelona-Espafia), con un peso aproximado a la
Ilegada al laboratorio de 30-32 gr. Los animales fueron alojados en grupos de cinco
ratones en jaulas de plastico opaco (25 x 25 x 15 cm) durante cuatro semanas antes de
la evaluacion conductual. La mitad de los animales se utilizaron como sujetos

experimentales y el resto como oponentes estandar en los test de interaccion social.

Los animales fueron mantenidos en las mismas condiciones que las descritas en

experimentos anteriores.
1.2. Aparatos

e Caja neutral para encuentros agonisticos: caja de metacrilato trasparente (60 x 33
x 30 cm) utilizada para realizar los tests de agresion. También se disponia de un
separador de plastico blanco, para mantener separados a los animales durante el
minuto de adaptacién previo al test. En esta caja de encuentro, antes de introducir
al animal, se cubria el suelo con una capa de serrin. Las paredes de la caja se
limpiaban, con un liquido que contenia alcohol, después de cada uno de los
encuentros agonisticos.
e Ordenador PC con programa “Raton Time” (Brain y cols.,, 1989) para la
evaluacion de las 11 categorias conductuales.
1.3. Farmaco
Los farmacos utilizados fueron bupropion (Bupropion Hydrochloride) y (-)-
nicotina di-(+) tartrato sal que se obtuvieron comercialmente de Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafia). Ambos farmacos fueron disueltos en suero fisioldgico. Una vez disuelta la

nicotina en forma de sal con el suero, el pH de la nicotina fue ajustado a 7 con hidroxido

! Los resultados de esta investigacion han sido publicados en la revista “Addiction Biology”. Gomez, C., Carrasco, C.,
Redolat, R., 2008. Effects of bupropion alone or coadministered with nicotine, on social behavior in mice. Addict.
Biol. 13, 301-309.
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de sodio (NaOH). Todos los animales recibieron dos tratamientos. En primer lugar, una
inyeccion IP de bupropion o suero fisiologico 30 minutos antes de la realizacion del test
y quince minutos después una segunda inyeccién SC de nicotina o suero fisioldgico. Las
dosis de bupropion utilizadas fueron de 10 y 40 mg/kg: (BUP10 y BUP40); y las de
nicotina de 0.5 0 1 mg/kg (NIC0.5 y NIC1), asi como sus posibles interacciones (BUP40-
NIC1 BUP40-NIC0.5 BUP10-NIC1 BUP10-NICO0.5) y suero fisioldgico (VEH-VEH).
Todas las dosis fueron administradas en inyecciones con un volumen de 10 ml/kg. Las
dosis experimentales fueron seleccionados teniendo en cuenta los estudios previos
realizados en nuestro laboratorio para medir los efectos de la nicotina y el bupropion en
ansiedad y conductas sociales en ratones (Carrasco y cols., 2004) y sus efectos sobre la

actividad espontanea en los ratones NMRI adolescentes y adultos (Redolat y cols., 2005).

1.4. Procedimiento

. Técnica de anosmia:

En los encuentros agonisticos, los oponentes estandar eran ratones de edad similar
a los ratones experimentales que habian permanecido alojados en grupos de 5 animales,
desde su llegada al laboratorio y a los que se anosmié temporalmente. Esta anosmia se
realiz6 anestesiando parcialmente al animal con una pequefia cantidad de éter etilico e
introduciéndole en cada orificio nasal 0,025 ml de sulfato de zinc al 4%. Para ello se
utilizé una jeringuilla despuntada, y el exceso de liquido fue eliminado frotando la nariz
del animal con papel absorbente. A continuacion, se cogia al animal por su cola vy,
mediante movimientos rotatorios, se procedia a su reanimacion.

El interés de utilizar oponentes an6smicos radica en el hecho de que estos animales
rara vez atacan a los animales experimentales ni inician conductas de investigacion social
ya que, debido a la anosmia, no reconocen al otro animal como un macho. Sin embargo,
si elicitan ataque por parte del oponente puesto que siguen produciendo feromonas (Brain
y Poole, 1974). En un encuentro con un raton “andésmico” la lucha sera siempre

unidireccional y fécil de cuantificar (Liebenauer y Slotnock, 1996).
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o Test de agresion:

Los test de agresion consistian en encuentros de 10 minutos, durante los cuales un
animal experimental (tratado con bupropion, nicotina, bupropién+nicotina o suero
fisioldgico) era confrontado con un oponente anésmico.

Los tests tuvieron lugar en una caja neutral de plexiglas (60 x 33 x 30 cm). Durante
la realizacion del test la habitacion estaba iluminada con una luz blanca de 100 watios.
Previamente al inicio del encuentro agonistico los animales disponian de un minuto de
adaptacion a la caja mientras permanecian separados por una barrera de plastico opaco
blanco. Transcurrido este tiempo, se quitaba la barrera y se iniciaba el test, que era
grabado con un equipo de video en el que la camara estaba montada sobre un tripode
frente a la caja de encuentro agonistico.

Con el fin de poder diferenciar durante la grabacion al animal experimental del
anosmico, a este segundo se le pintd el lomo de color azul con anilina. La latencia de

ataque del animal fue medida por el experimentador con un cronémetro digital.

. Evaluacion Conductual:

Para evaluar los encuentros agonisticos nos basamos en un procedimiento
etoldgico desarrollado por Brain y colaboradores (1989), que agrupa las conductas
mostradas por los animales en 11 categorias conductuales. Una descripcion detallada de
estas categorias puede encontrarse en Brain y colaboradores (1981). La utilizacion del
programa “Raton-Time” permite establecer el tiempo que dedica cada animal a las
distintas conductas evaluadas. Cada una de las 11 categorias conductuales tiene asignada
una tecla determinada. El observador visualiza en la television el test de agresion
previamente grabado, al tiempo que presiona en el teclado del ordenador la tecla que
corresponde a la conducta que el animal realiza. Finalizada la valoracion, se obtiene un
registro impreso de los resultados.

A continuacidn se describen los elementos conductuales que se incluyen en cada

una de las 11 categorias evaluadas.

1. CUIDADO CORPORAL
e Autoaseo: Lamedura del pelo, en los flancos, el abdomen o el rabo.
e Aseo abreviado: Rapida limpieza de cabeza y nariz con las patas delanteras.

e Rascarse: Se rasca los flancos y la cabeza con las patas traseras.
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Lavado: Se lame las patas delanteras y las pasa repetidamente sobre su cabeza,
desde las orejas hasta la nariz.
2. ESCARBAR
Escarbar: Remueve el serrin hacia atras con sus patas delanteras.
Escarbar hacia delante: Remueve el serrin hacia adelante con sus patas delanteras.
Escarbar hacia atras: Remueve el serrin hacia atras con sus patas traseras.
3. EXPLORACION NO SOCIAL
Exploracion: Anda o corre observando el ambiente y no al oponente.
Ojear: En posicion cuadrupedal, el animal dirige su cabeza hacia un lado y otro,
su atencion no se dirige al oponente.
Salto: Salta con las cuatro patas.
Erguirse: En postura bipeda, el animal explora el ambiente en actividad no
relacionada con el oponente.
Erguirse apoyandose en la pared: Como en “erguirse” pero apoyando las patas
delanteras en la pared de la jaula.
4. EXPLORACION DESDE UNA DISTANCIA
Aproximacion: Se dirige al oponente.
Atencion: Dirige la atencion al oponente desde una distancia, sin moverse.
Atencion extremada: Como en “atencion” pero el animal tiene el cuerpo extendido
y al cabeza y cuello estirado.
Circulo: Se acerca Yy se aleja del oponente sin pausa en la deambulacion.
Cabeza orientada: Gira su cabeza hacia el oponente.
5. EXPLORACION SOCIAL
Aseo corporal: Lame el cuerpo del oponente, a excepcion de la cabeza.
Aseo de la cabeza: Lame la cabeza del oponente.
Olfateo corporal: Olfatea el cuerpo y rabo del oponente.
Olfateo genital: Olfatea el ano y los genitales del oponente.
Olfateo de la nariz: Olfatea la cabeza y nariz del oponente.
Seguimiento: EI animal persigue al oponente.
Andar por encima: Apoyando las patas delanteras en el lomo del oponente pasa
por encima.
Andar por debajo: Empujando la cabeza y la parte anterior del cuerpo el animal

pasa por debajo del oponente.
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Andando alrededor: Andando alrededor del oponente y con la cabeza dirigida a
éste.
Empujando: Los animales en estrecho contacto lateral se van moviendo en

diferentes direcciones.
6. AMENAZA

Aseo agresivo: Aseo vigoroso del oponente en posicion lateral utilizando los
dientes y patas delanteras.
Golpeteo con el rabo: Realiza golpes con el rabo.
Ofensa lateral: Apoyado en tres patas levanta la mas cercana al oponente
manteniendo los ojos entreabiertos y las orejas agachadas.
Ofensa vertical: En postura bipedal con el lomo encorvado y el cuerpo inclinado
hacia el oponente manteniendo los ojos entre abiertos y las orejas agachadas.

7. ATAQUE

Persecucion: Corre rdpidamente detras del oponente.
Carga: Corre rapidamente hacia el oponente.
Embestida: Arremete contra el oponente, como si fuera a morderle, pero sin
hacerlo.
Ataque: Muerde al oponente.
8. EVITACION / HUIDA

Alejamiento: Se aleja del oponente.
Retirada: Corre lejos del oponente cuando éste se aproxima.
Salto: Salta hacia arriba al acercarse el oponente.
Girar: Se gira de espaldas al acercarse el oponente.
Apretado contra la pared: El animal aprieta la superficie ventral del cuerpo contra
la pared de la jaula con las patas delanteras extendidas.
Rebote: Da un salto rapido apoyandose en las paredes de la jaula.
Retroceso: Retrae la cabeza al acercarse el oponente.
Sobresalto: Movimiento vertical al acercarse el oponente.
9. DEFENSA / SUMISION

Defensa lateral: Apoyado en tres patas, levanta la mas cercana al oponente

manteniendo los ojos abiertos y las orejas extendidas.
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e Defensa vertical: En postura bipedal y el cuerpo inclinado hacia el oponente
manteniendo los ojos abiertos y las orejas extendidas.
e Sumision vertical: Como en defensa vertical pero el animal mantiene la cabeza
echada hacia atras y las patas traseras extendidas.
10. INMOVILIDAD

e Agachado: Con las cuatro patas apoyadas en el suelo permanece en total
inmovilidad.
e Aurrastrarse: En postura similar a la anterior pero el animal se aleja arrastrdndose
del oponente.
11. CONDUCTA SEXUAL
e Intento de monta: lintenta montar al oponente, pero queda incompleto.
e Monta: Se pone encima del lomo del oponente mientras realiza movimientos

pélvicos.

2. ANALISIS ESTADISTICO

Debido a la naturaleza no continua de los datos obtenidos con la valoracion
etoldgica, se aplicd la prueba no paramétrica del test de Kruskal-Wallis (Siegel, 1985).
Los datos analizados fueron.

1. Tiempo acumulado (en segundos) de cada una de las categorias
conductuales.
2. Frecuencia de cada una de las categorias.
Las diferencias entre grupos de tratamientos se analizaron posteriormente en los
casos apropiados, mediante el test “U” de Mann-Whitney, considerando la significacion

estadistica a partir de p<0.05.
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3. RESULTADOS

La Tabla 6.1 muestra los valores (medianas y rangos del tiempo acumulado en
segundos) dedicados a cada una de las categorias conductuales .

El andlisis de Kruskal-Wallis encontré diferencias estadisticamente
significativas en cuidado corporal (p<0.001). El test U de Mann-Whitney indicé que
los grupos BUP40-VEH, BUP40-NIC1 y BUP40-NICO0.5 dedicaron menos tiempo al
cuidado corporal que el grupo control VEH-VEH (p<0.01), y que los tratados con las
dosis de nicotina VEH-NICO0.5 y VEH-NIC1 (p<0.05). Ademas, los ratones que
recibieron la combinacién baja de bupropién y las dos dosis de nicotina BUP10-NIC1,
BUP10-NICO.5 estuvieron menos tiempo realizando la conducta de aseo que los dos
grupos que recibieron Unicamente nicotina VEH-NIC0.5 y VEH-NIC1 (p<0.05) (ver
figura 6.1).

CUIDADO CORPORAL

Tiempo (seQ)
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Figura 6.1. Los datos se representan en medianas de la frecuencia dedicada a la conducta de
cuidado corporal para cada grupo de tratamiento.

** p<0.01 BUP40-VEH vs VEH-VEH
BUP40-NIC1 vs VEH-VEH
BUP40-NICO0.5 vs VAH-VEH
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En la conducta de escarbar se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p<0.001). Los ratones tratados con las combinaciones
BUP40-VEH, BUP40-NIC1, BUP40-NIC0.5 y BUP10-NIC1 dedicaron menos tiempo
a escarbar que el grupo que recibio suero fisiolégico VEH-VEH (p<0.05). Los grupos
BUP40-NIC1, BUP40-NICO0.5 exhibieron menos veces dicha conducta que los que
recibieron unicamente nicotina VEH-NICO0.5 y VEH-NIC1 (p<0.05) (ver figura 6.2).
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Figura 6.2. Los datos se representan en medianas de la frecuencia dedicada a la conducta de
escarbar para cada grupo de tratamiento.

“p<0.05 BUP40-VEH vs VEH-VEH
BUP40-NICO0.5 vs VEH-VEH
BUP40-NIC1 VS VEH-VEH
BUP10-NIC1 vs VEH-VEH
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Con respecto al tiempo dedicado a exploracion no social se evidencié que las
diferencias en el tratamiento experimental resultaron estadisticamente significativas
(p<0.001). El analisis a posteriori indico que los ratones tratados con las combinaciones
de BUP40-NIC1, BUP40-NIC0.5 BUP40-VEH y BUP10-NICO0.5 pasaron mas tiempo
explorando el ambiente que el grupo control VEH-VEH (p<0.01). Los ratones tratados
con BUP40-NIC1 permanecieron mas tiempo en exploracion no social que el VEH-
NIC1 (p<0.05). Los grupos BUP40-NIC0.5 y BUP10-NICO0.5 dedicaron més tiempo a
esta conducta que VEH-NICO0.5 (p<0.05). Finalmente, el grupo que recibié BUP10-
NICO.5 exploré mas el ambiente que BUP10-VEH p(<0.05) (ver figura 6.3).
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Figura 6.3. Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a la conducta de
exploracion no social para cada grupo de tratamiento.
**p<0.01 BUP40-VEH vs VEH-VEH

BUP40-NICO0.5 vs VEH-VEH

BUP40-NIC1 VS VEH-VEH

BUP10-NICO0.5 vs VEH-VEH

El tratamiento influyé de forma significativa en la conducta de exploracion a
distancia (p<0.01). Los ratones tratados con BUP40-VEH, BUP40-NIC1, BUP40-
NIC0.5 y BUP10-NICO0.5 dedicaron mas tiempo a esta categoria que los animales
tratados con vehiculo (p<0.05). También se observd que los animales del grupo que

recibio la combinacion de BUP40-NICO0.5 pasaron mas tiempo realizando dicha
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conducta que el grupo al que se le administro la dosis més baja de nicotina VEH-NICO0.5
(p<0.05) (ver figura 6.4).
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Figura 6.4. Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a la conducta de
exploracion a distancia para cada grupo de tratamiento.
*p<0.05 BUP40-VEH vs VEH-VEH

BUP40-NICO0.5 vs VEH-VEH

BUP40-NIC1 VS VEH-VEH

BUP10-NICO0.5 vs VEH-VEH

El tratamiento agudo con nicotina y bupropidn o las combinaciones de estos dos
farmacos no influyeron significativamente en el tiempo asignado a la exploracién social
durante los encuentros agonisticos. Las categorias de amenaza y ataque, relacionadas
con las conductas agresivas ofensivas, no fueron significativamente modificadas por
ninguno de los tratamientos empleados. Los ratones tratados con nicotina y bupropion,
administrado solo o en combinacion, no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en las conductas de escape/evitacion y defensa/sumision en los diferentes
grupos. Las medianas en inmovilidad fueron de 0 en todos los grupos y no se

encontraron diferencias en el analisis del Kruskal-Wallis.
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4. DISCUSION

El principal objetivo de esta investigacion fue explorar en profundidad el
perfil de la conducta agonistica en ratones tratados con nicotina y bupropion. Con
este proposito, a los animales se les administraron una Unica dosis de bupropion,
nicotina, la coadministracion de ambos farmacos o solucion salina antes de un
encuentro social con oponentes.

La conducta de exploracion social mostrada por los ratones durante los
encuentros agonisticos es una medida empleada con frecuencia para evaluar los
efectos de los farmacos sobre la ansiedad (Navarro y cols., 2004; Redolat y cols.,
2005). El aumento en la interaccion social se interpreta como un perfil ansiolitico y
su disminucion como ansiogénico (Navarro y cols., 2004; Redolat y cosl., 2005). En
el presente estudio el andlisis etologico indicd que la administracion aguda de
bupropién no influy6 significativamente en el tiempo que los ratones pasaron en
interaccion social, por lo que no hay una evidencia clara de que el farmaco tenga un
efecto ansiolitico. Estos resultados estan de acuerdo con investigaciones previas en
las que se han empleado ratones alojados individualmente y cuyos resultados
indicaban que el bupropion no tenia unos claros efectos ansioliticos, ya sea en el
laberinto elevado en cruz o en la prueba de la interaccion social (Redolat y cols.,
2005). Ademas, ni la administracion aguda de nicotina ni sus posibles combinaciones
con bupropién indujeron cambios significativos en el tiempo asignado a la
exploracién social.

Hay que tener en cuenta, sin embargo, que los efectos de los farmacos sobre
la agresiéon son complejos y mas dificiles de interpretar que en otros paradigmas
(Blanchard y cols., 2003). Nuestros datos indican que ninguna de las dosis de
bupropion administradas de forma aguda han tenido efectos significativos en las
categorias que miden la ofensa (amenaza y ataque), probablemente debido al hecho
de que los animales no habian sido aislados previamente y, por esa razon, las
medianas de la conducta de amenaza y ataque fueron muy bajas en todos los grupos.
En un estudio anterior realizado en nuestro laboratorio, observamos que ninguna de
las formas de administracion aguda o cronica de nicotina durante 10 dias redujo el
tiempo asignado a la amenaza o ataque (Redolat y cols, 2000). En cambio, Johnson

y colaboradores (2003) encontraron que la nicotina disminuyd la conducta de ofensa
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(medido en el paradigma intruso-residente) y de agresion y defensa (target biting),
aunque el efecto fue mas potente en el Gltimo caso. ElI hecho de que diferentes
paradigmas y dosis fueran utilizados en cada uno de estos estudios puede explicar,
en parte, tales discrepancias en los resultados.

En nuestro estudio no se observaron comportamientos de escape/evitacion y
defensa/sumision durante la prueba de la interaccion social debido a que los ratones
oponentes eran anosmiados Yy nunca iniciaron el ataque hacia los animales
experimentales. Tampoco se dieron cambios evidentes en la categoria de
comportamiento denominada “inmovilidad" durante el encuentro social tras la
administracion aguda de bupropién/nicotina o una combinacion de las dos. Aunque
no se midid directamente la actividad locomotora en estos experimentos, el efecto
motor estimulante del bupropion con ratones ha sido confirmado en estudios previos
en nuestro laboratorio con dosis similares de éste farmaco (Redolat y cols., 2005).
Por otro lado, la ausencia de cambios en esta categoria de "inmovilidad" después de
la administracion de nicotina también confirma observaciones anteriores en ratones
alojados individualmente (Redolat y cols., 2002).

El presente estudio indica, de acuerdo con los hallazgos anteriores (Redolat y
cols, 2005) una disminucién en el tiempo dedicado al cuidado corporal, incluyendo
el autoaseo, en los ratones tratados con la dosis mas alta de bupropion (40 mg/kg)
solo o combinado con cualquiera de las dos dosis de nicotina. Nuestros resultados
también concuerdan con estudios previos que han indicado que el bupropién atenta
la conducta de aseo observado durante la abstinencia de la morfina en ratas
(Taraschenko y cols., 2005). En el presente experimento, solo la administracion de
la dosis mas baja de bupropién (10 mg/kg) no disminuyé el tiempo asignado en el
cuidado corporal. Sin embargo, cuando esta dosis fue administrada junto con nicotina,
los mismos animales dedicaron menos tiempo a esta conducta que aquellos que
recibieron solo nicotina, aunque las diferencias con el grupo tratado con vehiculo no
fueron significativas. En estudios anteriores, la administracion aguda de nicotina no
tuvo efectos significativos sobre el tiempo dedicado al cuidado corporal durante los
encuentros agonisticos (Redolat y cols., 2000).

La conducta de escarbar puede observarse en ratones de todas las edades y en

ambos sexos, y se puede considerar una conducta instintiva relacionada con la
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adaptacion a un nuevo entorno. En el presente trabajo, el tiempo dedicado a escarbar
se redujo con la dosis més alta de bupropion (40 mg/kg) y con diferentes
combinaciones de nicotina y bupropion, de acuerdo con resultados anteriores en
ratones que fueron alojados individualmente (Redolat y cols., 2005). También, se
constatd que la nicotina por si sola no tuvo efectos directos sobre esta conducta.

En cuanto a la conducta exploratoria observamos que la nicotina por si sola
no tuvo efectos significativos sobre la exploracion no social. Este es un
comportamiento que implica un importante componente motor (Rodriguez-Arias y
cols., 1999). En cambio, la dosis mas alta de bupropién aumenté el tiempo asignado
a esta categoria, tanto cuando se administr6 solo o conjuntamente con cualquiera de
las dos dosis de nicotina. La dosis mas baja de bupropion aumentd este
comportamiento al combinarlo con la dosis mas baja de nicotina, a pesar de que la
nicotina no tiene un efecto significativo por si misma. Algunos autores interpretan el
aumento de tiempo dedicado a la exploracion no social como un intento de escapar
de la arena (Brain y cols., 1991; Navarro y cols., 2004). Sin embargo, el aumento en
esta categoria también se ha relacionado con los efectos ansioliticos ejercidos por
algunos farmacos (Espert y cols., 1993). Estos resultados indicarian que la
administracion aguda de bupropidn, tanto solo como coadministrado con nicotina
muestra efectos ansioliticos. Sin embargo, hay otras interpretaciones posibles, ya que
el claro aumento de este comportamiento exploratorio esta asociado con los efectos
estimulantes locomotores inducidos por el tratamiento agudo con la dosis mas alta
de bupropidn en otras pruebas de conducta (Redolat y cols., 2005). Hemos detectado
que la exploracion no social aumenté claramente con la dosis més alta de bupropién
(40 mg/kg), tanto administrado solo como con las dos dosis de nicotina. La dosis mas
baja de bupropion aumento este comportamiento, pero sélo cuando se combiné con
0,5 mg/kg de nicotina. Ademas, los resultados obtenidos para la categoria de
"exploracion a distancia”, una conducta que implica un mayor acercamiento al
oponente (Vinader-Caerols y cols., 1992), fueron muy similares a los descritos para
"exploracién no social”, aunque se obtuvieron medianas mas bajas en esta categoria
conductual. EI aumento en el tiempo dedicado a explorar el oponente desde una
distancia se han considerado indicativo de un aumento en la ansiedad (Navarro y
Maldonado, 2002).
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En conclusion, la evaluacién etofarmacoldgica de la conducta de los ratones
tratados de forma aguda con una combinacion de bupropidn y nicotina indica que la
administracion aguda de nicotina refuerza algunos de los efectos de la dosis mas baja
de bupropidn, tales como la disminucion en el cuidado corporal y de escarbar. De
esta manera, nuestros datos confirman la complejidad de las acciones de
comportamiento de la administracion aguda de bupropion y subrayan la importancia
de emplear una amplia gama de procedimientos experimentales a fin de determinar
las propiedades farmacoldgicas y acciones conductuales de este medicamento, solo

0 en combinacion con nicotina.
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EXPERIMENTO 7: ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS EFECTOS DEL
BUPROPION Y LA NICOTINA SOBRE LA CONDUCTA DE INTERACCION

SOCIAL EN RATONES DE DIFERENTES EDADES?

1.- MATERIAL Y METODO

1.1 Animales:

En este experimento se emplearon 330 ratones macho de la cepa OF1, obtenidos de
laboratorios Charles-River (Barcelona-Espafia). A su llegada al laboratorio los ratones
adolescentes tenian una edad de 21 dias, con un peso aproximado de 10-12 gr y los

adultos de unos 50 dias y un peso aproximado de 28-30 gr.

La mitad de los ratones se alojaron individualmente durante 15 dias en cajas de
plastico que median 24x13.5x13cm. Los restantes ratones fueron alojados en cajas de
plastico opaco (25 x 25 x 15 c¢cm) con el fin de que actuasen como oponente estandar en
los test de interaccion social. Los animales fueron mantenidos en las mismas

condiciones que las descritas en experimentos anteriores.
1.2 Aparatos:

Los instrumentos empleados fueron los mismos que los descritos en el

experimento anterior.
1.3. Tratamiento farmacoldgico:

Los farmacos utilizados fueron bupropién (Bupropion Hydrochloride) y nicotina
((-)-nicotina di-(+) tartrato sal que se obtuvieron comercialmente de Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafia). Las dosis empleadas fueron: BUP10 (10 mg/kg de bupropién), BUP20
(20 mg/kg de bupropion) y BUP40 (40 mg/kg de bupropion) y las de nicotina N1C0.25
(0.25 mg/kg de nicotina), NIC0.5 (0.5 mg/kg de nicotina) y NIC1 (1 mg/kg de nicotina).
Los dos grupos de control fueron: VEH-BUP (son ratones empleados como grupo control
en el tratamiento con bupropion a los que se les inyectd salino 30 minutos antes del test)

y VEH-NIC (son ratones a los que se les inyecto salino 15 minutos antes del test). Los

2 |os resultados de esta investigacion han sido publicados en la revista “Aggressive Behavior”. Gémez, M.C.,
Carrasco, M.C., Redolat, R., 2008. Differential sensitivity to the effects of nicotine and bupropion in adolescent and
adult male OF1 mice during social interaction tests. Aggress. Behav. 34, 369-379.
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animales fueron distribuidos en 8 grupos segun el tratamiento experimental a recibir.

Todas las dosis fueron administradas en inyecciones con un volumen de 10 ml/kg.

1.4. Procedimiento

El procedimiento seguido para la realizacion de la prueba es el mismo que el
empleado en el Experimento 6.

2. ANALISIS ESTADISTICO

Debido a la naturaleza no continua de los datos obtenidos con la valoracion
etoldgica, se aplico la prueba no paramétrica del test de Kruskal-Wallis (Siegel, 1985).
Los datos analizados fueron.

1. Tiempo acumulado (en segundos) de cada una de las categorias conductuales.

2. Frecuencia de cada una de las categorias.

Las diferencias entre grupos de tratamientos se analizaron posteriormente en los
casos apropiados, mediante el test “U” de Mann-Whitney, considerando la significacion
estadistica a partir de p<0.05.

3. RESULTADOS

1) Efectos de la nicotina y el bupropion en ratones adolescente alojados

individualmente

La Tabla 7.1 muestra los valores (medianas y rangos del tiempo acumulado en

segundos) dedicados a cada una de las categorias conductuales.
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Efectos Conductuales del Bupropion

El analisis Kruskal-Wallis indico que el factor Tratamiento mostro diferencias
significativas en el tiempo dedicado al cuidado corporal (p<0.001). El test U de Mann-
Whitney reveld que la dosis mas alta de bupropion (BUP40) disminuyé esta conducta
en comparacion con BUP10 y el grupo control VEH-BUP (p<0.01). La dosis media de
bupropion (BUP20) redujo esta conducta en mayor medida que BUP10 (p<0.05) (ver
figura 7.1).

CUIDADO CORPORAL

Tiempo (seQ)
[e0]

6
4
2
* %
0 T T T T T T -—\

VEH-NIC VEH-BUP NIC0.25 NICO0.5 NIC1 BUP10 BUP20 BUP40

Figura 7.1. Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a la conducta de cuidado corporal
para cada grupo de tratamiento.
**p<0.01 BUP40 vsVEH-BUP
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Estudio 3. Influencia del Bupropion sobre la Interaccion Social

También se obtuvieron diferencias significativas en la conducta de escarbar
(p<0.01). El tiempo dedicado a escarbar fue menor en el grupo BUP20 que en su grupo
control VEH-BUP (p<0.05). Finalmente, el grupo NIC1 emple6 menos tiempo en esta
conducta que VEH-NIC (p<0,05) (ver figura 7.2).

ESCARBAR
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VEH-NIC VEH-BUP NIC0.25 NICO0.5 NIC1 BUP10 BUP20 BUP40

Figura 7.2. . Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a la conducta de escarbar para
cada grupo de tratamiento.

*p<0.05 BUP20 vsVEH-BUP

*p<0.05 NIC1 vs VEH-NIC
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Efectos Conductuales del Bupropion

El tratamiento influy6 significativamente en el tiempo dedicado a la exploracion
no social (p<0.001). Los ratones tratados con altas dosis de bupropion (BUP40)
dedicaron mas tiempo a explorar el ambiente que los grupos BUP20 (p<0.05), BUP10
y VEH-BUP (p<0.001). El grupo que recibio la dosis mas elevada de nicotina (NIC1)
incremento la exploracion no social respecto al grupo control VEH-NIC y NICO0.5
(p<0.01) (ver figura 7.3).

EXPLORACION NO SOCIAL

*kk

Tiempo (seQ)

VEH-NIC VEH-BUP NIC0.25 NICO0.5 NIC1 BUP10 BUP20 BUP40

Figura 7.3. . Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a exploracion no social para cada
grupo de tratamiento.

***p<0.001 BUP40 vs VEH-BUP.

**p<0.01 NIC1 vs VEH-NIC
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Estudio 3. Influencia del Bupropion sobre la Interaccion Social

En la categoria de exploracion a distancia el test de Kruskal-Wallis reveld que el
tratamiento tuvo efectos estadisticamente significativos (p<0.05). Los ratones que
recibieron la dosis més alta de (BUP40) dedicaron mas tiempo a esta conducta que el
grupo control (VEH-BUP) (p<0.05). De forma similar, los que recibieron la dosis
intermedia de bupropion (BUP20) pasaron mas tiempo realizando exploracion a
distancia que los grupos VEH-BUP (p<0.05) (ver figura 7.4).

EXPLORACION A DISTANCIA

Tiempo (seg)
'S

N NN N NEE B

VEH-NIC VEH-BUP NIC0.25 NICO0.5 NIC1 BUP10 BUP20 BUP40

Figura 7.4. . Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a exploracion a distancia para
cada grupo de tratamiento.
*p<0.05 BUP20 vs VEH-BUP, BUP40 vs VEH-VEH

También fueron significativas las diferencias entre los grupos en la conducta de
exploracidn social (p<0.05). Los ratones que recibieron la dosis alta de (BUP40) fueron
los que dedicaron menos tiempo a dicha conducta que los grupos BUP10 y VEH-BUP
(p<0.05). Los animales que recibieron nicotina (NIC1) estuvieron menos tiempo en esta
conducta que el grupo control VEH-NIC, NIC0.5 y NIC0.25 (p<0.05) (ver figura 7.5).

133



Efectos Conductuales del Bupropion

EXPLORACION SOCIAL

Tiempo (seQ)
3

I
o
Il

N
o
I

*

VEH-NIC VEH-BUP NIC0.25 NICO0.5 NIC1 BUP10 BUP20 BUP40

Figura 7.5. . Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a exploracién social para cada
grupo de tratamiento. (en la grafica falta la linea inferior)

*p<0.05 BUP40 vs VEH-BUP

*p<0.05 NIC1 vs VEH-NIC

El andlisis Kruskal-Wallis no mostré diferencias significativas en el tiempo
dedicado a las conductas ofensivas (amenaza y ataque) en ratones adolescentes y adultos,
mostrando similares conductas ofensivas cuando eran tratados con nicotina 0 con
bupropion. La categoria de inmovilidad no resultd afectada por el tratamiento con
nicotina o bupropion. Las conductas defensivas (huida y defensa) tampoco fueron

observadas.

2) Efectos de la nicotina y el bupropién en ratones adultos alojados

individualmente

En la Tabla 7.2, se recogen las diferencias significativas entre la nicotina y el
bupropidn y sus respectivos vehiculos en ratones adultos en cada una de las categorias

conductuales.
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Efectos Conductuales del Bupropion

El andlisis realizado mediante el test de Kruskal-Wallis reveld que el tratamiento

result6 estadisticamente significativo en el tiempo dedicado al cuidado corporal en los
ratones adultos (p<0.001). El test U de Mann Whitney indicé que el grupo BUP40

dedicé menos tiempo al aseo que los grupos BUP10 y BUP20 y su control VEH-BUP

(p<0.01). Los ratones tratados con las dosis intermedia y baja de bupropiéon (BUP10 y

BUP20) también disminuyeron el autoaseo en comparacion con los grupos VEH-BUP

(p<0.05), mientras que los ratones tratados con altas dosis de nicotina (NIC1)

aumentaron esta conducta en comparacion con NIC0.25 o VEH-NIC (p<0.05) (ver

figura 7.6).

CUIDADO CORPORAL
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VEH-NIC VEH-BUP NIC0,25 NICO,5 NIC1 BUP10

BUP20

BUP40

Figura 7.6. . Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a la conducta de cuidado

corporal para cada grupo de tratamiento.
**p<0.01 BUP40 vs VEH-BUP.
*p<0.05 BUP 10 vs VEH-BUP

BUP 20 vs VEH-BUP
*p<0.05 vs VEH-NIC
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En la conducta de escarbar se hallaron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos (p<0.001). Los ratones tratados con la dosis mas alta de bupropion
(BUP40) dedicaron menos tiempo a esta conducta que su grupo control VEH-BUP o los
grupos BUP10, BUP20 (p<0.05). La dosis baja e intermedia de bupropion BUP10 y
BUP20 produjo una significativa disminucion de la conducta de escarbar en
comparaciéon con su grupo control VEH-BUP (p<0.05). En cuanto a los animales
tratados con nicotina, observamos que la dosis mas alta (NIC1) redujo la conducta de
escarbar en comparacion con el grupo control VEH-NIC (p<0.05). Los ratones tratados
con la dosis més baja de nicotina NIC0.25 tambien la disminuy0 respecto a su grupo
control (VEH-NIC) (p<0.05) (ver figura 7.7).

ESCARBAR
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VEH-NIC VEH-BUP NIC0,25 NICO0,5 NIC1 BUP10 BUP20 BUP40

Figura 7.7. . Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a la conducta de escarbar para
cada grupo de tratamiento.

*p<0.05 BUP10 vs VEH-BUP
BUP20 vs VEH-BUP
BUP40 vs VEH-BUP

*p<0.05 N1C0.25 vsVEH-NIC
NIC1 vs VEH-NIC
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Efectos Conductuales del Bupropion

Con respecto al tiempo dedicado a la exploracion no social, el test de Kruskal-
Wallis indico que el tratamiento tuvo efectos significativos en esta categoria conductual
(p<0.001). Los animales que recibieron la dosis mas alta de bupropion (BUP40) pasaron
mas tiempo explorando el ambiente que los grupos VEH-BUP y BUP10 (p<0.05).
Asimismo, la dosis intermedia (BUP20) aumento el tiempo dedicado a la exploracion
no social en comparacion con el grupo control VEH-BUP (p<0.05). Por ultimo, el
analisis estadistico indicd que los ratones tratados con la dosis mas alta de nicotina (NIC-
1) incrementaron dicha conducta respecto a los grupos NIC0.25 (p<0.05) (ver figura
7.8).

EXPLORACION NO SOCIAL
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VEH-NIC VEH-BUP NIC0,25 NICO,5 NIC1 BUP10 BUP20 BUP40

Figura 7.8. . Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a exploracién no social para
cada grupo de tratamiento.

*p<0.05 BUP20 vs VEH-BUP,
BUP40 vs VEH-BUP
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El factor tratamiento también resulto estadisticamente significativo en la conducta

de exploracion a distancia (p<0.001). La dosis mas alta de bupropion (BUP40)

incremento el tiempo dedicado a esta categoria conductual en mayor medida que los

grupos VEH-BUP y BUP10, (p<0.01). Los animales que recibieron la dosis baja e

intermedia de bupropion BUP 10 y BUP20 dedicaron mas tiempo explorando al

oponente desde la distancia que el grupo control VEH-BUP (p<0.01). Igualmente, el

grupo que recibi6 la dosis mas alta de nicotina (NIC1) aumenté el tiempo dedicado a

explorar a distancia respecto a los grupos NIC0.25 (p<0.02) y VEH-NIC (p<0.001) (ver
figura 7.9).
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VEH-NIC VEH-BUP NICO0,25
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NIC1

BUP10

BUP20

BUP40

Figura 7.9. Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a exploracion a distancia para

cada grupo de tratamiento.

**p<0.01 BUP10 vs VEH-BUP
BUP20 vs VEH-BUP
BUP40 vs VEH-BUP

**%p<0.001 NIC1 vs VEH-NIC.
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Efectos Conductuales del Bupropion

En la categoria de exploracion social (p<0.05), las diferencias entre los grupos
fueron estadisticamente significativas. La dosis alta de bupropién (BUP40) disminuyo
dicha conducta cuando se compara con los grupos que recibieron la dosis intermedia y
baja (BUP10 y BUP20) (p<0.05 y p<0.01, respectivamente) y el VEH-BUP (p<0.05).
Los animales tratados con la dosis intermedia de bupropion (BUP20) dedicaron menos
tiempo a esta conducta respecto al control (VEH-BUP) (p<0.05) (ver figura 7.10).
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Figura 7.10. Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a exploracion social
para cada grupo de tratamiento.

* p<0.05 BUP40 vs VEH-BUP
BUP20 vs VEH-BUP

El analisis Kruskal-Wallis no revelé diferencias significativas en el tiempo

dedicado a las conductas ofensivas o en las categorias defensivas.
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Estudio 3. Influencia del Bupropion sobre la Interaccién Social

4. DISCUSION

Nuestro principal objetivo en este trabajo fue comparar en ratones adolescentes
y adultos los efectos del tratamiento agudo con nicotina o bupropion en la conducta de
interaccion social. Para ello hemos evaluado los efectos de estos dos farmacos en los
ratones que habian sido aislados durante 15 dias y posteriormente confrontados con
oponentes estandar. Durante estos encuentros agonisticos, los ratones alojados
individualmente muestran ademas de un mayor comportamiento agresivo otro tipo de
respuestas como la interaccién social y actividades motoras (Redolat y cols., 2005). Se
ha comprobado que un periodo de aislamiento mas corto (7 dias) es seguido por un
incremento de la interaccion social tanto en los adolescentes (Varlinskaya y cols., 1999)
como en ratas adultas (van Ree y Niesink, 1983), aunque los efectos del aislamiento
social parecen ser mas significativos en los roedores adolescentes (Einon y Morgan,
1978). De hecho, los ratones adolescentes pasan mas tiempo en interacciones sociales
con comparieros de similares caracteristicas que los mas jovenes y/o de mayor edad
(Vanderschuren y cols., 2014). En nuestro estudio se observo una clara disminucion del
tiempo dedicado a la exploracion social tanto en los ratones adolescentes (40 mg/kg)
como en los ratones adultos (20 y 40 mg/kg) tras la administracién de bupropion.
También se obtuvo un efecto significativo en los grupos tratados con nicotina, aunque
este efecto solo alcanz6 significativamente a los ratones adolescentes: el grupo tratado
con la dosis mas alta de nicotina (1mg/kg) dedicé menos tiempo a este comportamiento
que su grupo de control. En los ratones adultos, aunque los efectos de la nicotina no
alcanzaron significacion estadistica, se observo una tendencia hacia un aumento en el
tiempo asignado a esta categoria conductual, sobre todo en los ratones que recibieron la
dosis més alta. Estos resultados indican que los efectos de la nicotina sobre la interaccion
social difieren en ratones adolescentes y adultos.

Se ha propuesto que el incremento en el tiempo dedicado a esta categoria
conductual seria un reflejo de la actividad ansiolitica, mientras que una disminucion
seria indicativo de actividad ansiogénica (Redolat y cols., 1991, 2005, Navarro y cols.,
2004, 2006). Nuestros resultados sugieren que el bupropion ejerce una actividad
ansiogénica en ambos grupos de edad. En cambio, encontramos que la nicotina solo
incremento la ansiedad en ratones adolescentes y Unicamente cuando se administra a

dosis elevadas. Estos resultados son dificiles de comparar con los de estudios anteriores

141



Efectos Conductuales del Bupropion

que, por lo general, se han realizado utilizando otros paradigmas. Nuestros datos indican
que no solo la dosis utilizada, sino también de la edad de los animales, son variables
importantes en la evaluacion de los efectos de la nicotina sobre la ansiedad.

Por otro lado, el aumento de conductas defensivas durante los encuentros
agresivos podria ser indicativo de un efecto ansiogénico (Estellés y cols., 2004).
Nuestros datos muestran que estas categorias conductuales (evitacion/huida y
defensa/sumision) no se vieron afectadas significativamente por el tratamiento de
nicotina o bupropion, aunque dicho resultado podria estar relacionado con el hecho de
que los ratones aislados se enfrentan a oponentes andsmicos que no dirigen ataque hacia
ellos. Una de las categorias claramente alterada por el tratamiento farmacolégico fue el
cuidado corporal. Durante los encuentros agonisticos, la administracion de bupropion
(especialmente en dosis altas) indujo una disminucion en el tiempo asignado a al aseo
tanto en ratones adolescentes como adultos, confirmando estudios anteriores (Redolat y
cols., 2005). En cambio, la dosis més alta de nicotina indujo un aumento del aseo, pero
solo entre los ratones adultos. Hay que tener en cuenta, sin embargo, que todos los
grupos dedicaron relativamente poco tiempo a esta categoria conductual, y dichas
modificaciones del tiempo dedicado al aseo son dificiles de interpretar como un reflejo
de los cambios en el estado emocional o de las tendencias exploratorias.

Otra categoria conductual que también parece alterarse por el tratamiento es la
de escarbar. En ratones adultos, se produjo una disminucion clara en el tiempo dedicado
a esta conducta tras el tratamiento con todas las dosis de bupropion (10, 20 y 40 mg/kg).
En ratones adolescentes, sélo los que recibieron la dosis intermedia (20 mg/kg)
dedicaron menos tiempo en este comportamiento que su propio grupo de control (VEH-
BUP). En cuanto a los efectos de la nicotina en los adolescentes, la dosis mas alta de
este farmaco (1 mg/kg) produjo una disminucién en el tiempo que los animales
dedicaron a escarbar en comparacion con el grupo de control VEH-NIC. Este efecto
significativo con la administracion de nicotina también se observo en ratones adultos
tanto con la dosis més alta (1 mg/kg) como con la mas baja (0.25 mg/kg). El aumento
en la conducta de escarbar de los ratones suele darse después de la administracion de
farmacos ansioliticos (Cutler, 1993), pero también se ha relacionado con las propiedades
ligeramente aversivas al serrin (D' Amoto y Cabib, 1987).
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Los ratones adultos fueron mas sensibles que los adolescentes a los efectos de
bupropion en la exploracion no social. En los adultos, tanto 20 y 40 mg/kg de bupropién
aumentaron el comportamiento exploratorio en comparacién con su propio grupo
control. En ratones adolescentes, la dosis mas alta aumentd este comportamiento, pero
no se observaron efectos significativos tras la administracion de las dosis méas bajas. El
incremento en la exploracion no social despues de recibir diferentes tratamientos se ha
relacionado con un aumento en el nivel de ansiedad (Navarro y cols., 2004). Sin
embargo, puesto que este comportamiento esta fuertemente influenciado por los
cambios en la locomocién, dicho aumento con dosis altas de bupropion se ha atribuido
a la hiperactividad motora inducida por este farmaco (Redolat y cols., 2005). Por lo
tanto, la mayor sensibilidad de ratones adultos a la dosis intermedia de bupropion podria
estar relacionado con el hecho de que muestran un nivel basal bajo de actividad motora
en comparacién con los adolescentes (Redolat y cols., 2005). En cambio, la
administracion de nicotina s6lo indujo un aumento significativo en el tiempo dedicado
a este comportamiento en los ratones adolescentes tratados con la dosis mas alta (1
mg/kg). Estos resultados confirman estudios anteriores que indican que los ratones
adolescentes son més sensibles a los efectos conductuales de la nicotina (Adriani y cols.,
2002; Schochet y cols., 2004).

El bupropién aumentd significativamente la exploracion a distancia en los
adolescentes (20 y 40 mg/kg) vy los ratones adultos (todas las dosis) en comparacion con
su control. La administracion de nicotina sélo indujo cambios significativos en ratones
adultos con la dosis mas elevada (1 mg/kg). Es importante sefialar, sin embargo, que el
tiempo asignado a esta categoria fue bajo en todos los grupos y, por lo tanto, los
resultados son dificiles de interpretar. La exploracion a distancia es un comportamiento
que suele preceder a la conducta agresiva (Pedraza y cols., 2007) y en el presente estudio
observamos unos niveles bajos en la conducta ofensiva en todos los grupos,
probablemente debido a la corta duracién del periodo de aislamiento.

Nuestros resultados confirman estudios anteriores que indican que existen
respuestas conductuales diferentes a farmacos estimulantes en funcién a la edad en que
los animales son expuestos a estas sustancias (Collins y Izenwasser, 2004). En general,
podria concluirse que los datos de nuestra investigacion apoyan la creencia de que la

adolescencia es un periodo de desarrollo en el que la exposicién a la nicotina induce
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cambios de comportamiento que difieren de los observados en los sujetos expuestos mas
tardiamente y sugieren que también hay una sensibilidad diferencial a los efectos del
bupropién en algunas de las categorias conductuales cuando se compararon los dos

grupos de edad.
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EXPERIMENTO 8: CONDICIONES DE ALOJAMIENTO Y EFECTOS DEL
BUPROPION SOBRE LA CONDUCTA DE INTERACCION SOCIAL.

1.MATERIAL Y METODO

1.1. Animales

En este experimento se emplearon 353 ratones macho de la cepa OF1, obtenidos
de laboratorios Charles-River (Barcelona-Espafia). Los animales tenian una edad de 23-
24 dias, con un peso aproximado a la llegada al laboratorio de 10-12 grs. Fueron
mantenidos en el animalario en las mismas condiciones que las descritas en los
anteriores experimentos. A su llegada al laboratorio los ratones se distribuyeron en dos
condiciones de alojamiento distintas: 108 ratones se mantuvieron aislados y los restantes
245 animales se agruparon de cinco en cinco en jaulas de plastico opaco (25 x 25 x 15
cm). Cuando alcanzaron aproximadamente 43/44 dias de edad se procedié a modificar
sus condiciones de alojamiento. Estas condiciones seran descritas de forma detallada en

el apartado del procedimiento.

1.2.Aparatos
Los instrumentos y el test utilizado fueron los mismos que en los Experimentos 6y 7.

1.3.Farmaco

El farmaco utilizado fue bupropion (Bupropion Hydrochloride). Las dosis
empleadas fueron: BUP10 (10 mg/kg), BUP20 (20 mg/kg) y BUP40 (40 mg/kg). Todas

las dosis fueron administradas en inyecciones con un volumen de 10 ml/kg.
1.4.Procedimiento

Tal como se mencind anteriormente los animales fueron distribuidos en una
primera fase en dos grupos al llegar al laboratorio: la mitad de los ratones se alojaron en
grupos de cinco y el resto fueron alojados individualmente. A las dos semanas se inicid
la segunda fase en la que los dos grupos iniciales se subdividieron en cuatro
(agrupados/agrupados o agrupados/aislados; aislados/aislados o aislados/agrupados), y
a cada uno de estos grupos se les administro diferentes dosis de bupropion (BUP10,
BUP20, BUP40 y VEH). La denominacion que recibi6 cada grupo corresponde a la
modalidad de alojamiento, seguido del tratamiento. Con objeto de simplificar la

denominacion de los grupos se utilizé una abreviatura, de modo que:
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AIS: indica que los animales permanecieron aislados en las dos fases del

experimento.

AIS/GR: indica que los animales permanecieron aislados en la primera fase y

agrupados en la segunda.

GR: indica que los animales permanecieron agrupados en las dos fases del

experimento.

GR/AIS: indica que los animales permanecieron agrupados en la primera fase y

aislados en la segunda.

El orden de las siglas corresponde a la denominacion del alojamiento y la
administracion de los tratamientos. Por ejemplo, la denominacion AIS/GR-BUP40
indicaria que este grupo experimental estuvo alojado aislado en la primera fase y, en la
segunda fase estuvo agrupado y que recibio la dosis de 40 mg/kg de bupropion (ver

figura 8).

El resto del procedimiento empleado en esta investigacion fue el mismo que los

dos experimentos anteriores.
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Figura 8 Disefio experimental y procedimiento seguido en la administracion del tratamiento

con bupropion.
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2. ANALISIS ESTADISTICO
Debido a la naturaleza no continua de los datos obtenidos con la valoracion
etoldgica, se aplicd la prueba no paramétrica del test de Kruskal-Wallis (Siegel, 1985).

Los datos analizados fueron.

1. Tiempo acumulado (en segundos) de cada una de las categorias
conductuales.

2. Frecuencia de cada una de las categorias.

Las diferencias entre grupos de tratamientos se analizaron posteriormente en los
casos apropiados mediante el test U de Mann-Whitney, considerando la significacion

estadistica a partir de p<0.05.

3. RESULTADOS

En la exposicion de los resultados obtenidos se consideraran dos tipos de datos:
comparacion entre efectos del tratamiento con bupropion y las modalidades de
alojamientos (aislados y aislados/agrupados), y comparacion entre los efectos del
tratamiento con bupropion y las modalidades de alojamientos (agrupados y
agrupados/aislados).

Efectos del bupropion en ratones aislados/aislados—-aislados/agrupados

Las conductas en las que se han observado diferencias estadisticamente
significativas son: cuidado corporal, escarbar, exploracién no social, exploracion social,

amenaza, ataque, huida, defensa y latencia de ataque (ver Tabla 8.1).
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Los resultados muestran que el tratamiento experimental influyd
significativamente en el cuidado corporal (p<0.001). El test de Mann-Whitney indicé
que la dosis mas alta de bupropion (40 mg/kg) administrada a los ratones en las dos
modalidades de alojamiento (AIS-BUP40; AIS/GR-BUP40) disminuyd el tiempo
dedicado a esta conducta, en comparacion con los vehiculos (AIS-VEH) y (AIS/GR-
VEH) (p<0.01y p<0.05, respectivamente). La dosis de 20 mg/kg de bupropién en ambos
tipos de alojamiento (AIS-BUP20 y AIS/GR-BUP20) también redujo el tiempo
dedicado al cuidado corporal en comparacién con sus respectivos vehiculos (AlIS-VEH)
(p<0.05) y (AIS/GR-VEH) (p<0.05). Se encontraron diferencias significativas en el
tiempo dedicado a escarbar (p<0.001). El post hoc indicé que las dosis de 40 y 20 mg/kg
de bupropién administrada a los ratones en ambas modalidades de alojamiento (AIS-
BUP40; AIS-BUP20; AIS/IGR-BUP40; AIS/GR-BUP20) disminuy0 el tiempo dedicado
a esta conducta, en comparacion con los respectivos vehiculos (AIS-VEH) y (AIS/GR-
VEH) (p<0.01 y p<0.05).

En la conducta de exploracion no social se hallaron diferencias significativas
(p<0.001). La dosis de 40 mg/kg de bupropion administrada a los ratones alojados en
primer lugar aislados y después agrupados (AIS/GR-BUP40), aument6 el tiempo
dedicado a esta conducta, en comparacion con el grupo control (AIS/GR-VEH) (p<0.01)
y respecto a la misma dosis pero diferente alojamiento AIS-BUP40 (p<0.05). El
tratamiento también influyo en exploracién social (p<0.01). La dosis de 40 mg/kg de
bupropion administrada a los ratones alojados en ambas modalidades (AIS-BUP40;
AIS/GR-BUP40) redujo el tiempo dedicado a esta conducta en comparacion con sus
vehiculos (AIS-VEH) (AIS/GR-VEH) (p<0.05) (ver figura 8.1).
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Figura 8.1. Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a exploracién social en las
modalidades de alojamiento de aislado y aislados/agrupados.

+p<0.05 AIS-BUP40 vs AIS/VEH

*p<0.05 AIS/GR-BUP40 vs AIS/GR-VEH

El Kruskal-Wallis mostro que las diferencias en el tiempo dedicado a la conducta
de amenaza fueron estadisticamente significativas (p<0.001). Las pruebas a posteriori
indicaron que el tratamiento con la dosis mas baja de bupropion (BUP10) administrada
a los ratones aislados incremento el tiempo dedicado a la amenaza en comparacion con
su grupo control (p<0.05). Asi mismo, los grupos (AlS-BUP10; AIS-BUP20 y AlIS-
BUP40) incrementaron el tiempo dedicado a la amenaza en comparacion con los grupos
alojados en primer lugar aislados y después agrupados en la misma dosis (AIS/GR-
BUP10 y AIS/GR-BUP20) (p<0.01) (AIS/GR-BUP40) (p<0.05). Los analisis también
resultaron significativos en el tiempo dedicado a la categoria de ataque (p<0.001),
observandose que las tres dosis de bupropion 10, 20 y 40 mg/kg administradas a los
ratones aislados (AIS-BUP10 AIS-BUP20 y AIS-BUP40) incrementaron el ataque
respecto a sus mismos grupos en la diferente modalidad de alojamiento (AIS/GR-
BUP10, AIS/GR-BUP20 y AIS/IGR-BUP40) (p<0.05).
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Las diferencias en la latencia de ataque también alcanzaron la significacion
estadistica (p<0.01). Las dosis de bupropion de 10 y 20 mg/kg administradas a los
ratones aislados (AlIS-BUP10 y AIS-BUP20) aumentaron la latencia de ataque respecto
a sus mismos grupos en la diferente modalidad de alojamiento (AIS/GR-BUP10 y
AIS/GR-BUP20) (p<0.05). Respecto al tiempo dedicado a evitacion/huida se hallaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.01). Se observé un incremento en la
conducta de evitacion/huida en los ratones AIS/GR-BUP40 respecto al grupo AIS/GR-
VEH (p<0.05). El tiempo dedicado a las conductas de defensa/sumision (p<0.01)
también fue sensible al tratamiento experimental. Los grupos AIS/GR-BUP20 vy
AIS/GR-BUP40 pasaron mas tiempo en esta conducta que el grupo control (AIS/GR-
VEH) (p<0.05).

Efectos del bupropién en ratones agrupados- agrupados/aislados

Las conductas que resultaron estadisticamente significativas en estos grupos
fueron: cuidado corporal, escarbar, exploracion no social, exploracion a distancia,

exploracidn social, amenaza, latencia de ataque y ataque (ver Tabla 8.2)

El andlisis de Kruskal-Wallis revelé que el tratamiento influyo
significativamente en el tiempo dedicado al cuidado corporal (p<0.001). El test de
Mann-Whitney indic6 que las dosis de 20 y 40 mg/kg de bupropién administrada a los
ratones a las dos modalidades de alojamiento, de forma que los grupos (GR-BUP40;
GR/AIS-BUP40) disminuyeron el tiempo dedicado a esta conducta respecto a (GR-
VEH y GR/AIS-VEH) (p<0.01). Del mismo modo GR-BUP20 y GR/AIS-BUP20
dedicaron menos tiempo al aseo en comparacion con los vehiculos (GR-VEH y
GR/AIS-VEH) (p<0.05y p<0.01, respectivamente). La dosis de 10 mg/kg de bupropion
en la modalidad de agrupados disminuyé el tiempo dedicado al cuidado corporal en

comparacion con su vehiculo (GR-VEH) (p<0.05).

El analisis de la conducta de escarbar mostré diferencias entre los grupos
(p<0.001). El post hoc indicé que la dosis de 40 mg/kg de bupropién administrada a los
ratones en ambas modalidades de alojamiento (GR-BUP40; GR/AIS-BUP40)
disminuyd el tiempo dedicado a esta conducta, en comparacion con los vehiculos (GR-
VEH) (p<0.01) y (GR/AIS-VEH) (p<0.05), respectivamente. Asimismo, la dosis de 20
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mg/kg de bupropién en los ratones agrupados (GR-BUP20) disminuyd el tiempo
dedicado a escarbar en comparacién con su vehiculo (GR-VEH) (p<0.05). Para finalizar
los ratones tratados con vehiculo en la modalidad de agrupados (GR-VEH) realizaron
mas veces dicha conducta en comparacion con los que se modifico el alojamiento
(GR/AIS-VEH) (p<0.05).
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Los resultados fueron estadisticamente significativos en la categoria de
exploracién no social (p<0.001). El grupo de GR/AIS-BUP40 mostré mas exploracion
no social que su vehiculo (GR/AIS-VEH) (p<0.05). Ademas, el tratamiento con las dosis
de 20 y 40 mg/kg de bupropion administrada a los ratones agrupados (GR-BUP20 y
GR-BUP40) aumentd el tiempo dedicado a esta conducta en comparacion con los
animales tratados con las mismas dosis pero con distinta modalidad de alojamiento
(GR/AIS-BUP20 y GR/AIS-BUP40) (p<0.01 y p<0.05, respectivamente).

Respecto a la categoria conductual de exploracién social los resultados indican
que el tratamiento influy6 de forma significativa en esta conducta (p<0.05). La dosis
mas alta de bupropion (40 mg/kg) administrada a los ratones agrupados en primer lugar
y después aislados (GR/AIS-BUP40), disminuyé el tiempo dedicado a esta conducta, en
comparacion con el grupo GR/AIS-VEH (p<0.05) (ver figura 8.2).

EXPLORACION SOCIAL
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Figura 8.2. Los datos se representan en medianas del tiempo dedicado a Exploracion social en
las modalidades de alojamiento de agrupado y agrupado/aislados.
*p<0.05 GR/AIS-BUP40 vs GR/AIS-VEH
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Los andlisis también detectaron diferencias significativas en el tiempo dedicado
a la exploracion a distancia (p<0.005). Los ratones tratados con vehiculo en la
modalidad de agrupados (GR-VEH) realizaron menos exploracion a distancia que el
grupo (GR/AIS-VEH) (p<0.05). Igualmente, el tratamiento influyé significativamente
en el tiempo dedicado a la amenaza (p<0.001). El test de Mann-Whitney indic6 que las
dosis de 40 mg/kg de bupropién administrada a los ratones agrupados (GR-BUP40)
disminuyd el tiempo dedicado a esta conducta en comparacién con su mismo grupo en
la modalidad de alojamiento modificado (GR/AIS-BUP40) (p<0.05). Ademas, los
ratones agrupados tratados con vehiculo (GR-VEH) realizaron menos veces dicha
conducta en comparacion con los que se modifico el alojamiento (GR/AIS-VEH)
(p<0.05).

La conducta de ataque mostrada por los animales resultd ser sensible al
tratamiento experimental (p<0.001). El post hoc indicé que la dosis intermedia de
bupropién (20 mg/kg) en la modalidad de agrupados (GR-BUP20) disminuy0 el tiempo
dedicado al ataque en comparacion con su mismo grupo pero en diferente modalidad de
alojamiento (GR/AIS-BUP20) (p<0.05). Asimismo, los agrupados tratados con
vehiculo (GR-VEH) realizaron menos veces dicha conducta en comparacion con los que
se modifico el alojamiento (GR/AIS-VEH) (p<0.05).

Finalmente la latencia de ataque también fue significativa (p<0.01). El post-hoc
mostrd que los ratones agrupados tratados con vehiculo (GR-VEH) tuvieron una mayor
latencia de ataque en comparacion con el vehiculo de la otra modalidad de alojamiento
(GR/AIS-VEH) (p<0.05).

Por ultimo, el analisis de Kruskal-Wallis indicé que no hubo diferencias
significativas entre los grupos en las categorias de evitacion/huida y defensa/sumision.
Las medianas en inmovilidad fueron 0 en todos los grupos y no se obtuvieron diferencias

significativas en el analisis de Kruskal-Wallis.
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4.DISCUSION

La conducta agresiva no es un proceso unitario, ya que es el resultado de
interacciones complejas entre varios factores fisiologicos, motivacionales y de
comportamiento (Nelson y Trainor, 2007). Aunque el aislamiento social es el método
mas frecuentemente utilizado en el laboratorio para inducir agresion en ratones
(Matsumoto y cols., 2007; Miczek y cols., 2002) en el presente estudio, los ratones
fueron alojados también en grupo, que son las condiciones bajo las cuales los ratones
OF1 suelen mostrar niveles mas bajos de conducta agresiva (Estelles y cols., 2004).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion son complejos debido
al elevado numero de grupos evaluados, ya que se han realizado analisis
comparativos de los efectos en la conducta agonistica entre grupos que recibieron
tratamiento farmacol6gico con diferentes dosis de bupropion o suero fisiologico
combinado con diferentes modalidades de alojamiento. Es importante remarcar que
éste es el primer estudio en que se evalua el efecto del bupropién, considerando
cuatro modalidades de alojamiento y llevados a cabo en diferentes momentos de la
adolescencia (temprana y tardia). Asi, en este estudio los grupos de animales alojados
bien en grupo o bien individualmente durante su adolescencia temprana se
desdoblaron para cambiar a otra condicién de alojamiento en la adolescencia tardia.

Los datos indican que la administracion aguda de bupropidn ha tenido efectos
significativos especialmente en las categorias que miden la agresividad (amenaza y
ataque). Con el fin de hacer una descripcion mas detallada de estos datos se discutiran
por separado los resultados obtenidos en cada una de las categorias de alojamiento

iniciales.

1) Animales que permanecen en la categoria inicial de “Aislados” y

posteriormente son mantenidos en aislamiento o alojados en grupo.

Nuestros resultados indican un aumento del tiempo dedicado a la amenaza y
el atague y una disminucion de la latencia de ataque en los animales que
permanecieron aislados a lo largo de todo el experimento, respecto a sus congéneres
que estuvieron primero aislados y después agrupados y recibieron idéntico

tratamiento, aungue estas diferencias no se mantuvieron respecto a su grupo control.
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Este dato sugiere que el efecto pro-agresivo se debe a la combinacion del tratamiento
farmacoldgico con factores ambientales. Es de destacar que Unicamente el
tratamiento con la dosis mas baja de bupropion (10 mg/kg) incremento el tiempo de
amenaza en comparacion con su grupo control. En cambio, observaciones anteriores
registradas en nuestro laboratorio mostraron un aumento en el tiempo de ataque tras
la administracion aguda de bupropion (10 o 40 mg/kg) después de un periodo de
aislamiento social, pero este aumento sélo alcanzo la significacion estadistica en los
ratones que mostraban un bajo nivel basal de agresividad (Redolat y cols., 2005).
Dicha disparidad de resultados pueden ser debidas a la diferencia de tiempo en
aislamiento y al periodo evolutivo en que se inicio este tipo de alojamiento.

El grupo que estuvo en primer lugar aislado y luego agrupado mostré medianas
de cero en amenaza y ataque. Esta potente accion antiagresiva fue acompafiada de un
aumento en conductas de evitacion/huida y defensa/sumision. Cuando evaluamos el
tratamiento farmacoldgico encontramos que la dosis de 20 mg/kg aumentd la defensa
y la dosis de 40 mg/kg incrementd tanto la defensa como la evitacion y ambas dosis
disminuyeron las conductas que miden el cuidado corporal y escarbar. Tanto el
aumento en la conducta defensiva como la disminucién del tiempo dedicado al
cuidado corporal y escarbar han sido consideradas como un indicador fiable de la
actividad ansiogeénica de los farmacos (Navarro y cols., 2004).

Una posible explicacién al incremento del tiempo dedicado a las conductas de
ofensa en los ratones aislados respecto a los aislados/agupados podria ser atribuida a
las diferentes condiciones experimentales, confirmando lo obtenido en algunas
investigaciones que sugieren cambios en el patron conductual cuando el animal se
somete al test de interaccidon social después de estar en un entorno socialmente
desfavorecido (aislados) o bien tras haber sido realojados en diferentes condiciones
ambientales a las iniciales (Lukkes y cols., 2009; Whitaker y cols., 2013). Las
investigaciones llevadas a cabo por Lukkes y colaboradores (2009) revelan que
cuando las ratas son aisladas en el dia postnatal 21 hasta el 42 y resocializadas
posteriormente exhiben mayor ansiedad e impulsividad (Baarendse y cols., 2013), lo
que sugiere que el aislamiento durante la adolescencia temprana seguido de
alojamiento en grupo durante el resto de la adolescencia es suficiente para causar

conductas desadaptativas. Nuestros hallazgos confirman que el tratamiento con
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bupropidn en ratones que fueron aislados en la adolescencia temprana pero realojados
en la adolescencia tardia incrementd las conductas defensivas sugiriendo un perfil
ansiogénico del bupropion que unicamente se manifiesta en los animales con un
preexistente déficit social en la adolescencia temprana. En cambio, el tratamiento con
la dosis més baja de bupropion (10 mg/kg) en los ratones que permanecen aislados
muestra un efecto proagresivo pero Unicamente en aquellos ratones con un elevado
nivel de agresividad basal. Otros estudios revelan resultados inconsistentes al valorar
los efectos de otros antidepresivos como la fluoxetina o sertralina sobre la agresion
en ratas y ratones mantenidos en diferentes condiciones de alojamiento (Gunther,
2008). En un meta-andlisis realizado con antidepresivos ISRS también encontraron
diferentes efectos sobre la agresividad dependiendo de la edad de los animales o de
las condiciones de alojamiento (ver revision de Carrillo y cols., 2009).

Por otro lado, el tratamiento con la dosis més alta de bupropion disminuyo la
conducta de exploracion social en los ratones aislados/agrupados sugiriendo
nuevamente un pérfil ansiogénico. El incremento de exploracién no social en el grupo
aislado/agrupado tratado con la dosis de 40 mg/kg podria atribuirse a la disminucion
del tiempo dedicado por estos animales a explorar desde una distancia al oponente,
amenazarlo o atacarlo, aunque también podria haber influido el incremento de la

actividad motora producida por el farmaco.

2) Animales que permanecen en la categoria inicial de “Agrupados” y

posteriormente son mantenidos en grupo o alojados en aislamiento.

Uno de los resultados més interesantes obtenidos tras la modificacion del
alojamiento en la adolescencia tardia es que aumentd la conducta de exploracion a
distancia, la amenaza, el ataque y la latencia de ataque en los ratones que fueron
agrupados en primer lugar y después aislados en comparacion con los que siempre
permanecieron agrupados tras ser tratados con suero fisioldgico, sin afectar
significativamente a las conductas defensivas. Este resultado podria interpretarse en el
sentido de que el simple manejo de los animales para la administracion de las

inyecciones altera sus respuestas en el test de agresion.
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La modalidad de alojamiento con bupropion mostré efectos proagresivos en los
animales que inicialmente fueron agrupados y luego aislados (agrupados/aislados)
respecto a los que siempre permanecieron agrupados. De modo que el tratamiento con
la dosis media de bupropién (20mg/kg) en el grupo de agrupados/aislados aumento la
amenaza y la dosis més alta (40mg/kg) incremento el ataque en comparacion con las
mismas dosis pero en la condicion de agrupados, sugiriendo que la modalidad de
alojamiento modula la conducta agresiva en los encuentros agonisticos. En cambio, el
tratamiento o la modalidad de alojamiento no afectd a las medianas en las categorias de
evitacion/huida y defensa/sumision en el grupo que permanecié siempre agrupados, por
lo que no se advirtieron claros efectos antiagresivos.

Otro aspecto de interés a resaltar en la presente investigacion es el relativo a los
cambios que se observan en otras categorias durante los encuentros sociales, tales como
el cuidado corporal (incluyendo el autoaseo, aseo abreviado, rascarse y lavado). En
roedores, el autoaseo es una compleja respuesta etologica que parece ser muy sensible
a los factores endogenos y exdgenos (Kalueff y cols., 2004). Nuestros resultados revelan
que, independientemente de la modalidad de alojamiento, hay una disminucion en el
tiempo dedicado al cuidado corporal en los ratones tratados con la dosis alta e intermedia
de bupropidén de 20 y 40 mg/kg en los agrupados/aislados y con todas las dosis en los
animales agrupados. Dichos datos confirman estudios previos de nuestro laboratorio que
indican que esta categoria conductual es una de las mas afectadas por la administracién
de bupropion en los encuentros agonisticos entre ratones (Redolat y cols., 2005).

Durante los encuentros sociales con ratones, el aumento de la conducta de
escarbar y la reactividad a los entornos desconocidos se ha observado con frecuencia
después de la administracion de ansioliticos (Cutler, 1994), aunque algunos autores
sugieren que dicha conducta no tiene ninguna relacion directa con la ansiedad (Masuda
y cols., 2000) o la agresion (Sluyter y cols., 1996). Por el contrario, en las pruebas en
las que los ratones se enfrentan con un estimulo aversivo, como "marble burying” o
"defensive burying", el aumento en escarbar es interpretado como un efecto ansiogénico
(De Boer y Koolhaas, 2003). En el presente estudio el bupropion produjo una
disminucion en dicha conducta en los ratones tratados con las dosis de bupropion (40

mg/kg) en las dos modalidades de alojamiento y con la dosis intermedia en el caso de
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los agrupados. Aunque dicho dato es dificil de interpretar, sugiere que la administracion
de dosis altas e intermedias de bupropion puede tener un efecto ansiogénico.

Los andlisis comparativos entre agrupados y agrupados/aislados indican que la
administracion aguda de la dosis alta de bupropion (40 mg/kg) disminuyd la exploracion
social en el grupo agrupados/aislados, sugiriendo nuevamente que el tratamiento con la
dosis més alta tuvo efectos ansiogénicos (Redolat y cols., 2005).

También se compararon en estas dos modalidades de alojamiento los
comportamientos exploratorios tanto hacia el ambiente como al oponente (evaluados en
la categoria de exploracion no social y exploracion a distancia). Los datos obtenidos
indican que la exploracion no social aumento tras la administracion de la dosis mas alta
de bupropion (40 mg/kg) en la combinacion de la modalidad de alojamiento
agrupados/aislados con respecto a su control. Estudios previos sugieren que el aumento
del tiempo dedicado a exploracion no social estd fuertemente influenciado por los
cambios en la locomocién (Redolat y cols., 2005). No obstante, el tratamiento con las
dosis de 20 y 40 mg/kg en los animales que permanecieron siempre agrupados también
aumentaron el tiempo dedicado a esta conducta en comparacion con los animales
tratados con la misma dosis pero que permanecieron en distinta modalidad de
alojamiento, por lo que ademas del efecto motor propio del tratamiento con bupropion,
también se advierte la influencia de las condiciones en las que los animales permanecen
alojados durante el experimento.

En general, los datos obtenidos en este Gltimo experimento parecen indicar, que
la modalidad en que son alojados los ratones y el periodo evolutivo en el que se hacen
modificaciones ambientales tienen efectos en la conducta agonistica. Hemos estudiado
los cambios de comportamiento inducidos tras el tratamiento agudo de bupropién
advirtiéndose efectos tanto pro-agresivos medidos a través del incremento de la amenaza
con la dosis mas baja de bupropién en la modalidad de aislados como antiagresivos en
el grupo de aislados/agrupados (medido en el incremento de conducta de huida y
defensa). Aunque la interpretacion de los resultados resulta compleja debido al disefio
experimental utilizado, el presente estudio evidencia la importancia de evaluar los
efectos de los farmacos teniendo en cuenta los factores ambientales y la edad de los
animales a la hora de esclarecer las propiedades farmacologicas y las acciones

conductuales del bupropién.
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DISCUSION GENERAL

Las manipulaciones farmacoldgicas con modelos animales tienen una larga
tradicion en la investigacion sobre aspectos como la cognicion, la busqueda de novedad,
la ansiedad, la irritabilidad y la agresion. En la presente investigacion nuestro objetivo
general fue evaluar el perfil cognitivo y emocional del bupropioén aplicando diferentes
modelos animales. Con este fin se ha valorado la influencia de este farmaco sobre la
capacidad de aprendizaje y memoria implicita y explicita, asi como sus efectos sobre la
exploracion o busqueda de novedad, la ansiedad y la conducta de interaccion social.
Ademas, se examind como afecta el tratamiento agudo con bupropidn, nicotina o la
administracion conjunta de ambos farmacos sobre las conductas emocionales
anteriormente sefialadas. Igualmente, en el paradigma de agresion se realizaron
manipulaciones ambientales con el fin de constatar si el bupropidn tiene efectos pro-
agresivos cuando se modifican las condiciones de alojamiento. Por tltimo, en esta
investigacion se compararon los efectos del tratamiento en ratones adolescentes y
adultos con el objetivo de valorar si existen diferencias entre ambos grupos de edad en
los efectos inducidos por este farmaco a nivel conductual. En esta discusion general se

integran los tres estudios incluidos en esta Tesis Doctoral.

1.- Efectos del tratamiento con bupropion en tareas de aprendizaje

En el estudio I de la presente investigacion se valor6 el efecto del bupropion en
tareas de aprendizaje (condicionamiento de evitacion activa y aprendizaje espacial en el
laberinto de agua) con el fin de evaluar si este firmaco muestra efectos procognitivos,
tal y como han sugerido otros autores (Carmack y cols., 2014).

Se sabe que el déficit de la memoria es comun durante la depresion, tras el uso
de psicoestimulantes o como consecuencia de trastornos neurodegenerativos. Ademas,
es conocido que la modulacion de neurotransmisores en el hipocampo y el cortex
cerebral desempefia un papel fundamental en el funcionamiento cognitivo (Logue y
Gould, 2014). Diversas investigaciones realizadas con antidepresivos como la
duloxetina han encontrado que este farmaco puede revertir los déficits cognitivos
observados en ratones (Gregoire y cols., 2012). En cambio, otras investigaciones con el

mismo antidepresivo pero empleando el paradigma del laberinto de agua y el laberinto
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elevado en forma de cruz no encontraron efectos beneficiosos en dichas tareas
cognitivas (Kale y cols., 2014).

En roedores, el tratamiento con bupropion mejord la memoria a largo plazo en
una tarea de aprendizaje pavloviano del miedo (Carmack y cols., 2014). Esta mejora
cognitiva fue similar a la observada en los animales que fueron tratados con el
psicoestimulante metilfenidato, que es utilizado como un potenciador cognitivo para
una amplia diversidad de trastornos, en particular en el tratamiento del TDHA (Carmack
y cols., 2014). En los experimentos 1 y 2 de la presente Tesis se observa que el
tratamiento con bupropion no tuvo efectos deletéreos en las tareas de aprendizaje en
ratones adultos. De hecho, en la tarea de evitacion activa este fadrmaco mejord la
capacidad de aprendizaje de los ratones adultos cuando se les administraron las dosis de
10 y 20 mg/kg. Resultados similares a los nuestros fueron obtenidos por Kruk y
colaboradores en 2011 empleando las mismas dosis. Estos autores confirmaron que la
nicotina mejoraba la memoria y los procesos de aprendizaje y que el tratamiento con
bupropién atenuaba tanto la mejora inducida por la nicotina como los trastornos en la
memoria inducidos por escopolamina, hipotetizando que el mecanismo de accion del
bupropion en relacion con la memoria podria ser resultado de la interaccidon entre
receptores nicotinicos (nAChR) y muscarinicos (mAChRs). Otros estudios, en cambio,
han hallado que dosis altas de bupropion (40 mg/kg) pueden causar deterioro en la
memoria, especialmente en la adquisicion y expresion de recuerdos contextuales
(Portugal y Gould, 2007).

Por otro lado, tanto en sujetos humanos como en modelos animales se han
encontrado alteraciones relacionadas con la edad en el control de la motivacion, la
afectividad y a nivel cognitivo que van a influir en la forma de elaborar y responder al
entorno y a las recompensas. La adolescencia es una época caracterizada por grandes
cambios a nivel hormonal, neuronal, psicosocial y conductual. Los cambios en la
reorganizacion estructural y funcional del cerebro en los adolescentes actian en paralelo
a las alteraciones conductuales, influyendo tanto en los déficits como en las posibles
mejoras. El cerebro de los adolescentes madura a través de una prolongada
reorganizacion de la sustancia gris, la sustancia blanca y cambios en los diferentes
sistemas de neurotransmisores. Se ha descrito que el desequilibrio en la maduracion del

sistema emocional y de recompensa se centraria en el 4rea subcortical mientras que el
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sistema ejecutivo y de control de los impulsos dependeria mas de areas corticales
(Smith, 2013). De este modo, se sugiere que estas areas estarian relacionadas con el
incremento en las conductas de riesgo mostrado por los adolescentes, especialmente
cuando se encuentran en determinados entornos sociales (Smith, 2013).

Un segundo objetivo de la presente investigacion fue evaluar si la edad afectaba
a la memoria espacial en ratones. Investigaciones previas han comparado la ejecucion
en este laberinto entre ratones viejos y adultos, encontrando que los primeros aprenden
las tareas mas lentamente (Vicens y cols., 2003). Los resultados obtenidos en el presente
trabajo reflejan también diferencias significativas en la tarea espacial entre los diferentes
grupos de edad evaluados: se observo que los adolescentes requirieron mas tiempo para
encontrar la plataforma, condicionando de esta forma la tarea de adquisicion.
Igualmente, los hallazgos encontrados aportan informacién al comparar los efectos del
tratamiento con bupropion en el laberinto de agua, indicando que el tratamiento con
bupropién no tuvo un efecto perjudicial sobre la adquisicion o retencion de la tarea
espacial en ratones adultos NMRI, pero si deterioraba la adquisicion en los adolescentes.
Otras investigaciones también confirman que el aprendizaje espacial per se no se ve
afectada por el tratamiento con bupropion o con citalopram (antidepresivo) en ratones
adultos (Neumeister y Riepe, 2012). Nuestros resultados sugieren que el bupropion
produce diferentes efectos sobre el aprendizaje seglin la edad a la que se ven expuestos
los animales, mostrando los adolescentes un ligero deterioro respecto a los adultos.

Es importante destacar que hay autores que sefialan que nadar en el laberinto de
agua supone un factor fisico estresante para el animal (Holder y Blaustein, 2014).
Ademas de las variaciones naturales en el rendimiento de tareas cognitivas, atribuibles
ala edad o al estadio de desarrollo (Esmoris-Arranz y cols., 2008), los factores de estrés
agudo experimentados durante la adolescencia también contribuyen a las deficiencias
observadas a nivel cognitivo (Tsoory y cols., 2007). Las variables fisicas (restricciones
de comida, shock en las patas, privacion del suefio) incrementan el estrés en la
adolescencia dando lugar a un deterioro en la ejecucion del laberinto de agua de Morris
(ver revision Holder y Blaustein, 2014). Es posible que en nuestro trabajo, los ratones
adolescentes se hayan visto mas afectados que los adultos por el componente del estrés
fisico que supone nadar en la piscina, con el consiguiente deterioro en la ejecucion de

la tarea.
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2.- Efectos del bupropidn, la nicotina y la co-administracion de ambos farmacos
sobre la conducta de busqueda de novedad y ansiedad

Otras conductas que difieren entre roedores adolescentes y adultos son las
asociadas a la ansiedad, la busqueda de la novedad y la respuesta al estrés. Los
adolescentes buscan situaciones novedosas y asumen madas riesgo que los adultos
(Steinberg, 2007). En el presente estudio, empleamos la tabla de agujeros o hole board
que permite valorar el nivel de exploracion y la busqueda de novedad y el laberinto
elevado en forma de cruz, un modelo de ansiedad basado en el miedo del animal cuando
se encuentra en los brazos no protegidos del laberinto. Nuestras observaciones indican
que los ratones adolescentes exploran mas, tal como sugieren los resultados obtenidos
en el hole board, y son menos ansiosos que los adultos, tal y como refleja la conducta
registrada en el paradigma de plus maze. Otras investigaciones también han puesto de
manifiesto que las ratas adolescentes exhiben un aumento de las interacciones sociales,
la busqueda de novedad y el consumo de alcohol en comparacion con adultas (Spear
2000, 2007; Doremus y cols., 2005). En cambio, Hefner y Holmes (2007) encontraron
que los ratones adolescentes mostraron menos actividad exploratoria que los adultos
(utilizando el laberinto elevado en forma de cruz y el campo abierto).

Es bien conocido que los psicofarmacos pueden modificar las respuestas de
busqueda de novedad y ansiedad en roedores. Ademas, dicho patron de afrontamiento
ante un ambiente desconocido puede verse modificado en funcion de la edad a la que
son administrados los fdrmacos. En investigaciones anteriores sobre los efectos del
bupropion sobre la ansiedad se han obtenido resultados contradictorios. Cuando se
administra en la edad adulta, este farmaco ha demostrado tener un perfil ansiogénico
(Comissaris y cols., 1990), ansiolitico (Biala y Kruk, 2009) o ningun efecto en el nivel
de ansiedad en las conductas evaluadas a través del plus maze (Carrasco y cols., 2004;
Redolat y cols., 2005a). Los resultados hallados en la presente investigacion indican que
la dosis mas alta de bupropion (40mg/kg) disminuyd la busqueda de novedad (medida
a través del hole board) y que dicho tratamiento no tuvo efectos sobre la ansiedad
(evaluada en el plus maze).

Se ha constatado que el cerebro en la adolescencia es muy sensible y vulnerable
a los efectos de diferentes farmacos y drogas de abuso. Por ejemplo, el tratamiento con

el antidepresivo fluoxetina en la adolescencia incrementa las conductas asociadas a la
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ansiedad en comparacion con los efectos observados en adultos, asi como la
probabilidad de sufrir enfermedades mentales a lo largo de la vida (Majidi-Zolbain y
cols., 2013). En nuestro estudio se confirm6 la mayor sensibilidad de los ratones
adolescentes a la administracion del antidepresivo bupropion: el tratamiento agudo con
bupropién disminuyé la busqueda de la novedad el hole board en este grupo de edad,
indicando que este fairmaco produce cambios en la actividad exploratoria, con una
significativa reduccion del head-dipping. La reduccion de la actividad exploratoria
sugeriria posibles alteraciones en el estado emocional de los ratones y reflejaria una
disminucion en la motivacion para explorar nuevos ambientes. Uno de los resultados
mas destacados obtenidos en nuestra investigacion es que dosis elevadas de bupropion
parecen inducir efectos ansiogénicos en los adolescentes pero no tienen efectos en los
adultos.

El presente trabajo no confirma las diferencias previamente descritas en la
conducta de ansiedad entre ratones adolescentes y adultos tras el tratamiento agudo con
bupropién (Carrasco y cols., 2013). Sin embargo, la disminucidén del nimero de head
dipping en los adolescentes puede indicar que en esta edad los ratones muestran un perfil
ansiogénico. Diferencias en el sistema dopaminérgico podrian explicar, al menos en
parte, estas discrepancias entre la conducta observada en los animales adultos y la
registrada en los adolescentes. El sistema dopaminérgico esta implicado en la regulacion
de la ansiedad y las conductas de miedo asi como en la adquisicion y en la expresion de
las respuestas de evitacion (Jiao y cols., 2014) y se ha sugerido que las diferentes
respuestas conductuales al bupropion en estos modelos conductuales podrian atribuirse
a la implicacion de diferentes areas cerebrales (Jiao y cols., 2014). Los efectos
diferenciales del bupropion en ratones adolescentes y adultos podrian estar relacionados
con la maduracion del sistema dopaminérgico en el cerebro, siendo mas sensibles los
adolescentes al tratamiento con agonistas dopaminérgicos (para una revision, ver
Galvan, 2010). Otros estudios han relacionado la disminucion en los receptores
dopaminérgicos D2 en el ntcleo accumbens en los adolescentes con la busqueda de
sensaciones y las conductas que reflejan disminucion de la ansiedad (Falco y cols.,
2014). Por el contrario, el deterioro en el control de los impulsos y en el aprendizaje
asociativo coinciden con un pico de los receptores dopaminérgicos D1 en esta etapa del

desarrollo (Garske y cols., 2013). Se podria hipotetizar que en nuestro estudio la
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busqueda de novedad en el hole board o la exposicidon a situaciones aversivas en el
laberinto elevado pueden haberse visto mds alteradas tras el tratamiento con bupropion
en los ratones adolescentes en parte por los cambios dopaminérgicos inducidos por la
administracion de éste farmaco. Sin embargo, la complejidad de las acciones
farmacolodgicas de este antidepresivo y los escasos estudios neurobioldgicos en roedores
adolescentes dificultan la comparacion con los cambios observados en las
investigaciones realizadas con ratones adultos.

Tal y como ha quedado expuesto en la descripcion del experimento 3 en el
presente trabajo se han evaluado también los efectos de la nicotina. Estudios previos han
propuesto que la nicotina induce potentes efectos positivos sobre el estado de animo y
la cognicidn, que contribuyen directamente al desarrollo de la adiccion (Casarrubea y
cols., 2015). En roedores, el consumo de nicotina de forma crénica produce diversos
cambios en la actividad locomotora, las conductas asociadas a la ansiedad, el
rendimiento cognitivo y en la autoadministracion de nicotina (Adriani y cols., 2003;
Thanos y cols., 2013). En nuestra investigacion el tratamiento con nicotina en el
experimento 3 redujo la busqueda de novedad. Dichos datos sugieren que la disminucion
en el nivel de bldsqueda de novedad podria asociarse a una menor curiosidad y a una
menor tendencia a explorar un ambiente desconocido. Algunos autores han sugerido que
los farmacos ansiogenicos inducen una reduccion en el numero de head dipping e
incrementan la latencia al primer HD, mientras que los efectos contrarios se observan
con farmacos ansioliticos (Takeda y cols., 2005). En cambio, en los experimentos 4 y 5
no obtuvimos efectos significativos en esta conducta. Esta ausencia de resultados puede
estar relacionada con el tamario de la muestra debido a la amplia variabilidad individual
cuando se evaltan parametros conductuales en roedores.

El hecho de que la nicotina induzca efectos diferenciales sobre el nivel de
ansiedad en roedores adolescentes y adultos sugiere una diferente sensibilidad a nivel
conductual, neuroquimico y hormonal (Abreu-Villaca y cols., 2015). Nuestros datos
confirman que la dosis més alta de nicotina disminuy¢ la biisqueda de novedad en los
adultos y no tuvo efectos en adolescentes. Ademas, hallamos que el tratamiento agudo
con nicotina induce efectos ansioliticos en ratones adolescentes aumentando el tiempo

que pasaban en brazos abiertos y el porcentaje de HD en el laberinto elevado. Estos

170



Discusion General

resultados apoyan la hipotesis de que los adolescentes son mas vulnerables a los efectos
de la nicotina, lo que puede llevar a un mayor consumo de cigarrillos.

El bupropion es un antidepresivo que alivia algunos de los sintomas de
abstinencia de la nicotina, aunque sus efectos sobre la ansiedad no estan totalmente
claros. Se ha sugerido que la interaccion entre bupropioén y agonistas nicotinicos es
compleja. Algunos estudios indican que el bupropioén puede antagonizar ciertas acciones
de la nicotina, al actuar como un antagonista no competitivo del nAChR (Slemmer y
cols., 2000). Por ejemplo, en sujetos humanos el bupropion alivia los sintomas de
abstinencia a la nicotina como la ansiedad y la irritabilidad. En estudios preclinicos
también se ha evidenciado en ratones que el bupropion y sus metabolitos revierten los
efectos asociados a la ansiedad en el periodo de abstinencia a la nicotina, disminuyendo
tanto los sintomas fisicos como afectivos (Damaj y cols., 2010). Otros estudios indican
que el bupropion atenua la tolerancia cronica a la nicotina en ratones (Grabus y cols.,
2012). A raiz de estos estudios previos que apuntan una interaccion entre bupropion y
nicotina se considerd interesante evaluar si la interacciéon entre ambos farmacos
(bupropion y nicotina) induce cambios sobre el nivel de ansiedad. Nuestros resultados
indican que la co-administracion de bupropion y nicotina disminuyé la busqueda de
novedad independientemente de la edad de los sujetos experimentales. Hay que tener en
cuenta que en general, los adolescentes muestran una disminucién en el nivel basal de
ansiedad ante la exploracion de un ambiente nuevo (Doresmus y cols., 2004). En este
sentido, un segundo objetivo de este experimento fue constatar si la co-administracion
de bupropién y nicotina inducia un perfil ansiolitico en estos modelos animales.
Nuestros datos confirman que la interaccion entre ambos farmacos tuvo efectos
ansioliticos en los ratones adolescentes, pero no en los adultos. Este efecto aditivo de
ambos farmacos ha sido descrito previamente en otras investigaciones con ratones
adultos (Sidhapura y cols., 2007). Sin embargo, este posible efecto protector de nicotina
y bupropion sobre la ansiedad no habia sido evaluado previamente en ratones
adolescentes. Se ha propuesto que los adolescentes pueden tener una sensibilidad
diferencial a las propiedades gratificantes y a los sintomas de abstinencia de la nicotina
en comparacion con los adultos (Counotte y cols., 2009). Otros estudios que apoyan
estos resultados indican que las ratas adolescentes se auto-administran niveles de

nicotina mas altos que los adultos (Levin y cols., 2003, 2007). Se puede hipotetizar que
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las diferencias en la sensibilidad a la interaccion entre nicotina y bupropién en
adolescentes y adultos podrian explicar, al menos en parte, la ausencia de efectos en los

adultos.

3. Efectos del tratamiento con bupropion, nicotina y su interaccién sobre la
conducta de interaccion social en diferentes modalidades de alojamiento y edades.

Recientemente ha aumentado el interés sobre la influencia de los estimulantes
sobre la conducta agresiva aunque hay que tener en cuenta que los efectos de los
farmacos sobre la agresion son complejos y mas dificiles de interpretar que en otros
paradigmas (Blanchard y cols., 2003). La investigacion en la que se manipulan las
condiciones ambientales tiene una larga tradicion en los encuentros agonisticos,
encontrandose diferentes niveles de agresividad en funcién de la modalidad de
alojamiento (ratones que permanecen agrupados vs aislados). En ratones, el aislamiento
social incrementa la actividad motora y el nivel de agresividad (Burke y Miczek, 2014).
Nuestro trabajo es el primer estudio que ha evaluado el efecto del bupropion, nicotina 'y
su interaccién en ratones mantenidos en diferentes tipos de alojamiento, intentando
establecer ademas si estos efectos difieren con la edad.

Se ha sugerido que el procedimiento de aislar a los animales durante la
adolescencia podria ir asociado a largo plazo a un deterioro de control de impulsos y la
toma decisiones (Baarendse y cols. 2013). Nuestros resultados no confirman diferencias
en la agresividad respecto a la edad pero si corroboran que hay cambios en la
emocionalidad entre adolescentes y adultos, produciéndose un incremento de las
conductas asociadas a la ansiedad en los ratones adolescentes que fueron previamente
aislados durante 15 dias (reflejado en la disminucién del tiempo dedicado a la
exploracién social y a la conducta de escarbar). Estos hallazgos confirman estudios
recientes que indican que existen respuestas conductuales diferentes a los farmacos
estimulantes en funcion de la edad a la que son expuestos los animales y de los factores

ambientales (Baarendse y cols. 2013).

Estudios previos en nuestro laboratorio encontraron que en ratones OF1 que
habian permanecido en aislamiento el bupropion mostraba efectos proagresivos, pero
solo en aquellos que presentaban un bajo nivel de agresividad. En el presente trabajo los

datos registrados del experimento 6 sugieren que la administracién aguda de bupropion
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no induce las propiedades pro-agresiva descritas previamente para los ratones alojados
individualmente cuando los efectos de este farmaco se evallan en sujetos que han
permanecido alojados en grupo. El bupropion también disminuyo la conducta de
escarbar y el cuidado corporal sin producir un claro incremento en la exploracién social,
lo que no confirmé el posible perfil ansiolitico del farmaco.

Investigaciones previas indican que el incremento en la irritabilidad que puede
llevar a la agresion se relaciona con alteraciones en el sistema colinérgico e
hiperactividad en el sistema limbico (Siever, 2008). Estudios realizados en distintas
especies y utilizando diversos modelos animales sugieren que el tratamiento con
agonistas del nAChR induce propiedades anti-agresivas (Levis y cols., 2015). No
obstante, como hemos expuesto anteriormente, nuestra investigacion no confirma los
efectos antiagresivos de la nicotina. Esta sustancia no tuvo efectos significativos sobre
el tiempo dedicado al cuidado corporal, escarbar, exploracion social o agresion. Hay
que sefalar, sin embargo, que en estas investigaciones previas se habian utilizado
diferentes paradigmas conductuales, cepas y distintas dosis de nicotina, lo que puede
explicar la discrepancia en los resultados.

Podemos concluir que la evaluacion etofarmacoldgica de la conducta de los
ratones tratados de forma aguda con una combinacién de bupropién y nicotina indica
que la administracion aguda de nicotina refuerza algunos de los efectos de la dosis méas
baja de bupropion, tales como la disminucidn en el cuidado corporal y de escarbar. De
esta manera, nuestros datos confirman la complejidad de los cambios conductuales
observados tras la administracién aguda de bupropién y subrayan la importancia de
emplear una amplia gama de procedimientos experimentales a fin de determinar las
propiedades farmacoldgicas y acciones conductuales de este farmaco, solo o en
combinacion con nicotina.

Otro de los objetivos del presente trabajo (experimento 7) fue esclarecer si los
efectos del bupropion y la nicotina diferian entre ratones adolescentes y adultos, puesto
que el aislamiento social en las etapas tempranas del desarrollo tiene profundas
consecuencias en el comportamiento social del adulto (Ferrari y cols., 1997). Con este
objetivo, hemos comparado los cambios de comportamiento inducidos tras un periodo
de aislamiento de 15 dias en ratones adolescentes y adultos. Al interpretar los resultados

obtenidos es importante tener en cuenta que el efecto de aislamiento podria depender de

173



Efectos Conductuales del Bupropion

la edad del sujeto en el momento en que fue aislado (Matsumoto y cols., 2012). Se ha
sugerido que tanto la duracién del periodo de aislamiento (Matsumoto y cols., 2012)
como la edad a la que se inicia el aislamiento son factores relevantes al evaluar los
efectos del alojamiento en la conducta (Burke y Miczek, 2015). Las diferencias en los
efectos de los dos farmacos evaluados (nicotina y bupropidn) en ratones adolescentes y
adultos podrian estar relacionadas con el hecho de que el perfil conductual durante los
encuentros sociales es diferente para cada grupo de edad. Por ejemplo, se ha informado
que el comportamiento social de los roedores adolescentes difiere del que presentan los
adultos en el juego, asi como en otras actividades sociales tales como la exploracion y
el contacto social (Douglas y cols., 2004).

La existencia de estas diferencias en la modalidad de alojamiento o la edad en
que los animales son aislados, plantea la cuestion de si las diferencias en la conducta
emocional o agresiva son inducidas por el farmaco o bien moduladas por estas otras
variables. El disefio del experimento 8 intenta contestar a esta cuestion. Por ello, nos
planteamos evaluar si los efectos del tratamiento con bupropidn estaban relacionados
con la modalidad de alojamiento de los animales. Con este fin comparamos los ratones
que estuvieron aislados desde la adolescencia durante 4 semanas con los que
permanecieron siempre agrupados, hipotetizando que los primeros mostrardn mas
agresividad. Los resultados obtenidos confirman esta hipétesis, 1o que nos lleva a la
conclusion de que los efectos proagresivos del bupropion resultan evidentes en los
ratones con un preexistente déficit social iniciado en la adolescencia (a través del
aislamiento de 4 semanas de duracion). Similares resultados obtuvieron Hendrie y
colaboradores (2003) después de la administracién crénica de fluoxetina (ISRS).

Otra comparacion de interés se establece entre los animales a los que se les
modificd la condicion de alojamiento en la adolescencia tardia: nuestros resultados
indican diferencias segun el momento en que los animales fueron re-agrupados, de modo
que los aislados/agrupados mostraron un efecto antiagresivo tras el tratamiento con la
dosis alta y media de bupropién, sugiriendo que el tratamiento con bupropion puede
tener efectos beneficiosos en los ratones re-socializados en la adolescencia tardia. En
cambio, el tratamiento no tuvo efectos cuando los animales estuvieron agrupados y

pasaron a un estado socialmente desfavorecido. En estos grupos se observaron unas
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medianas mayores en amenaza y ataque que en los grupos que permanecieron agrupados
durante todo el experimento.

Los estudios experimentales indican que las modificaciones de las condiciones
de alojamiento pueden tener efectos tanto a nivel neurobioldgico como comportamental
en roedores (Burke y cols., 2015). Okada y colaboradores (2015) observaron diferencias
en las interacciones sociales en ratones que se habian mantenido aislados o agrupados
durante 2-4 semanas, al ser evaluados en el paradigma de afiliacion social. En este
estudio se evidencid que las interacciones sociales, incluyendo la conducta agresiva,
diferia en funcion de la modalidad de alojamiento: los ratones agrupados mostraron
interés por interaccionar con el nuevo animal mientras los aislados no mostraron interés
por reaccionar con su congénere. Dichos resultados no se ven corroborados en nuestro
experimento, ya que las medianas de los grupos que recibieron suero fisiologico fueron
similares en los ratones que se mantuvieron siempre agrupados o aislados. Una
explicacion plausible a estos hallazgos contradictorios podria atribuirse a los diferentes
paradigmas utilizados, la especie empleada, los requisitos de la tarea y/o la estimulacion
ambiental. Si bien, es interesante sefialar que el tratamiento con la dosis més alta de
bupropién disminuy6 el interés por interaccionar con su oponente en los aislados,
aislados/agrupados y agrupados/aislados sugiriendo que el posible efecto ansiogénico
del bupropidn se ve atenuado Unicamente en el grupo que permanecid siempre agrupado.

Recientemente el grupo de investigacién de Burke y Miczek (2015) ha
confirmado que durante los encuentros sociales, los ratones machos con frecuencia se
dedican a conductas no agresivas como, por ejemplo, andar, olfatear, escarbar o mostrar
investigacion social. En general, se ha descrito que un aumento en estas conductas se
puede observar tras de la administracion de farmacos ansioliticos. Nosotros
encontramos que el bupropion (tanto administrado solo o en interaccion con nicotina)
indujo una disminucion significativa en el tiempo dedicado por los animales al autoaseo
y a la conducta de escarbar y no tuvo efectos en la conducta de exploracién social. En
este sentido, nuestros datos no apoyan un posible efecto ansiolitico del bupropion. Por
otra parte, otras investigaciones sugieren que se pueden precisar dosis mas bajas de
ansioliticos para disminuir la ansiedad y la agresividad cuando los animales estan
aislados y requerir dosis mas altas cuando se encuentra agrupados (Pinna y Ramusson,

2014). En el presente experimento fue la dosis mas alta de bupropion la que indujo un
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efecto ansiogénico més potente en los ratones agrupados mientras en los aislados fueron
las dosis alta e intermedias, confirmando en cierta medida las diferencias sefialadas por

estos autores.

Consideraciones finales

La revision teodrica realizada en la presente Tesis Doctoral junto con las
observaciones experimentales halladas en este trabajo inducen a pensar que el
antidepresivo bupropion, ampliamente utilizado también en el tratamiento para la
adiccidn a la nicotina, puede tener un gran potencial farmacolédgico. A través de los ocho
experimentos realizados se ha puesto de manifiesto la complejidad del perfil conductual
del farmaco estudiado. Igualmente, los resultados obtenidos son interesantes al
confirmar la abundante investigacion previa sefialando que los adolescentes muestran
un perfil diferente a los adultos en las tareas cognitivas, busqueda de novedad, ansiedad
y agresividad. Dicha observacion es importante ya que por un lado sugiere que los
farmacos evaluados ejercen sus acciones moduladas por la edad en que se administra el
farmaco (Smith y cols., 2015) y, por otro, confirma la mayor vulnerabilidad para
consumir drogas de abuso en este periodo evolutivo (Walker y cols., 2015) por lo que la
investigacion en este sentido resulta prioritaria para desarrollar terapias mas eficaces.

Los hallazgos recogidos en esta investigacion demuestran que el tratamiento con
bupropion mejora la capacidad de memoria implicita evaluada en el condicionamiento
de evitacion activa, pero no tiene efectos o incluso puede deteriorar el aprendizaje
espacial de los animales adolescentes al ser valorados en el laberinto de agua. Esta
ultima observacion muestra que el bupropion puede influir en la capacidad espacial,
dependiendo de la edad de los sujetos, siendo los adolescentes mas sensibles a la accion
farmacologica del bupropion, lo que pone de manifiesto la importancia de la edad a la
hora de valorar los efectos de este firmaco sobre la capacidad de aprendizaje y memoria.
Ademas, el tratamiento con bupropion disminuye el nivel de exploracion y la bisqueda
de novedad evaluados en el modelo de la tabla de agujeros, siendo mas evidente esta
reduccion cuando se administra conjuntamente con nicotina y, en especial, en la
adolescencia. Esta co-administracion farmacolodgica (bupropion + nicotina) también

potencia el efecto ansiolitico de la nicotina cuando los animales adolescentes son
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expuestos al laberinto elevado en forma de cruz, sugiriendo una accién sinérgica entre
ambos farmacos en sus efectos sobre el nivel de ansiedad.

Respecto a los efectos del bupropion sobre la conducta de interaccion social un
descubrimiento interesante y hasta el momento no descrito en la literatura es el relativo
a la influencia de las condiciones de alojamiento en el que se encuentran los animales.
Hemos encontrado una accidn proagresiva del bupropion en aquellos animales que han
sido aislados en la adolescencia, mientras que este farmaco parece tener un efecto anti-
agresivo en aquellos animales re-socializados en la adolescencia tardia. Sin embargo,
tanto el bupropiéon como la nicotina, bien administrados solos o conjuntamente, no
parecen alterar el nivel de agresion de los animales adultos alojados en grupo. Estas
observaciones sugirieren que el nivel basal de agresion previo de los animales modula
la accion del bupropion sobre la conducta de interaccidon social. Ademas, los datos
muestran que la condicion de alojamiento y la edad en la que se produce el cambio en
la condicion de alojamiento tienen efectos en la agresividad, de forma que el aislamiento
en la adolescencia tardia parece inducir una elevacion en los niveles basales de
agresividad.

En suma, los resultados hallados en esta Tesis Doctoral evidencian el interés
farmacologico del bupropion, aunque todavia nos encontramos ante un componente del
que se desconocen muchas de sus caracteristicas, tanto a nivel neuroquimico como
conductual. A lo largo de este trabajo hemos abordado temas que habian sido
escasamente investigados o que todavia no habian sido descritos en la literatura. Los
datos aportados ponen de manifiesto la relevancia de indagar en el perfil farmacoldgico
del bupropion. Este estudio deja abiertas nuevas lineas de investigacion y plantea, a su
vez, la importancia de profundizar en algunas de las variables analizadas. Por ejemplo,
identificar la influencia de las diferencias individuales en las acciones de este agente
farmacologico, aplicar otros paradigmas conductuales que permitan ampliar el
conocimiento del perfil conductual del bupropidn, o evaluar la interaccidon con otras
sustancias psicoactivas estimulantes, en particular con la nicotina u otros agonistas
nicotinicos con mayor especificidad.

El tratamiento con bupropidn es una de las lineas farmacologicas prioritarias
para tratar la dependencia nicotinica, bien como alternativa a la terapia de

reemplazamiento con nicotina (ejemplo, parches, chicles, sprays nasal) o bien en
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combinacion con esta sustancia. Aunque a nivel clinico esta demostrado que la terapia
farmacoldgica con bupropion reduce los sintomas asociados al sindrome de abstinencia
a la nicotina, todavia no existe un conocimiento exacto sobre la accion neuroquimica y
conductual de este farmaco, solo o combinado con nicotina o con otras sustancias
psicoactivas. Si tenemos en cuenta el problema de salud que representa hoy dia el
tabaquismo a nivel mundial, profundizar en el conocimiento del bupropion resulta de

especial relevancia dado su interés clinico y experimental.

178



V.- CONCLUSIONES






Conclusiones

CONCLUSIONES

v" El bupropién incrementa la conducta de evitacion en la tarea de
condicionamiento de evitacion activa, mostrando los animales tratados con
este farmaco un estilo de afrontamiento méas activo que el grupo control.
Ello evidencia que el bupropion mejora la capacidad de aprendizaje
relacionado con la memoria implicita y sugiere que este farmaco facilita el

control de las respuestas emocionales.

v' En los ratones adolescentes el bupropion (40 y 20 mg/kg) empeora la
adquisicion de la tarea en el laberinto de agua, pero no la retencion de esa
tarea. En cambio, en los ratones adultos este farmaco no produce déficits en
su capacidad espacial. Estos resultados evidencian que el bupropion influye
sobre el aprendizaje espacial aunque sus efectos dependen de la edad en que
se administre el mismo, lo que indicaria una sensibilidad diferencial en los

efectos de este farmaco en los ratones adolescentes y adultos.

v" Los efectos inducidos por el bupropién sobre la conducta mostrada por los
ratones en la tabla de agujeros indican que la dosis mas elevada de este
farmaco (40 mg/kg) produce en los ratones adolescentes un descenso en su
nivel de exploracion y busqueda de novedad. Sin embargo, el tratamiento
con bupropioén no induce cambios significativos en los animales adultos.
Estas observaciones sugieren que los efectos del bupropion dependen del
nivel basal de exploracion gue presenten los animales, siendo mas evidentes

cuando estos niveles son elevados como en el caso de los adolescentes.

v' El tratamiento con la dosis mas alta de nicotina (1 mg/kg) disminuye la
exploracion en la tabla de agujeros en los ratones adultos, pero no en los
adolescentes. Este hallazgo muestra que la administracién de nicotina no
altera la conducta de busqueda de novedad en animales que presentan un

alto indice de exploracion como ocurre en los ratones adolescentes.
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La co-administracion de bupropién y nicotina causa una disminucién de la
conducta exploratoria en la tabla de agujeros, tanto en ratones adolescentes
como en adultos. Este resultado indica que la interaccion farmacologica
entre ambos farmacos disminuye el nivel de bdsqueda de novedad de los

animales.

En la tarea del laberinto elevado se observa que los ratones adolescentes
presentan un perfil conductual que refleja menor nivel de ansiedad que el
mostrado por los animales adultos. El tratamiento agudo con nicotina
potencia esta conducta, observandose un efecto ansiolitico en los
adolescentes al aumentar el tiempo gue permanecieron en brazos abiertos,
pero no da lugar a cambios significativos en las conductas realizadas por
los adultos en dicho laberinto. Estos resultados sugieren que la edad a la
que se administra el farmaco puede ser una variable moduladora en los

efectos de la nicotina en modelos animales de ansiedad.

El tratamiento con bupropién no induce un claro perfil ansiolitico al no
observarse cambios significativos el tiempo pasado en los brazos abiertos
0 el porcentaje de entradas a los brazos abiertos del laberinto elevado. Sin
embargo, cuando este farmaco se administra conjuntamente con nicotina se
potencia el efecto ansiolitico de la nicotina, lo que reflejaria una sinergia

farmacoldgica entre ambas sustancias.

En la conducta de interaccion social el tratamiento con bupropion, nicotina
0o la co-administracion de ambos farmacos no produce cambios
significativos en el nivel de agresion que presentan los ratones adultos que
han sido alojados en grupo. No obstante, en este paradigma conductual la
administraciéon aguda de nicotina refuerza algunos de los efectos
observados tras la administracion de la dosis mas baja de bupropidn, tales

como la disminucidn en las conductas de cuidado corporal y escarbar.
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El tratamiento con bupropién desciende el tiempo que dedican los animales
a la exploracion social, tanto en los ratones adolescentes (40 mg/kg) como
en los adultos (20 y 40 mg/kg). Este descenso también se observa en los
grupos tratados con nicotina, aunque solo en los ratones adolescentes. Estos
hallazgos muestran que los efectos de la nicotina sobre la interaccion social
difieren en ratones adolescentes y adultos.

Cuando se evaluda la influencia de las condiciones se alojamiento sobre la
conducta de interaccién social se observa que el tratamiento con la dosis
mas baja de bupropion (10 mg/kg) induce un aumento de la conducta de
amenaza en ratones que permanecen en alojamiento individual durante
cuatro semanas. Por el contrario, las dosis altas de bupropion (40 y 20
mg/kg) incrementan las conductas defensivas en los animales que fueron
aislados y luego realojados en grupo. Estos resultados sugieren que las
condiciones de alojamiento y la edad a la que se administra el bupropion
son variables que pueden modular la respuesta a este farmaco, tanto sobre

conducta agresiva como sobre otras categorias conductuales.
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