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Resumen

La relacion de los sistemas colinérgico y serotonérgico en el proceso de aprendizaje y
memoria son bien conocidos, sin embargo se ignoran los cambios que sufren a nivel de
expresion debido a la presion que el ambiente pueda ejercer. En el presente estudio se
presentan y analizan los cambios producidos por diversas condiciones ambientales
(condiciones estandar, enriquecimiento ambiental y empobrecimiento ambiental) sobre las
vias anteriormente citadas asi como su evolucion al prolongar el mantenimiento de dichas
situaciones ambientales. Para valorar los cambios en la funcionalidad de receptores
colinérgicos y serotonérgicos se han usado tratamientos agudos de Pilocarpina y 8-OH-DPAT
para cada via respectivamente. Los resultados de latencia en las pruebas del laberinto de
Barnes sefialan una pérdida de facultades cognitivas en los animales sometidos a
empobrecimiento ambiental respecto al enriquecimiento ambiental, sin embargo no hubo
resultados farmacoldgicos consistentes en los tratamientos citados.

Abstract

The relationship between memory and learning process and colinergic and
serotonergic pathways are well known, nevertheless the modifications that the environment
could have made upon them are unknown. This study will show and analyze the shifts caused
by three different environmental conditions (standard conditions, environmental enrichment
and environmental impoverishment) and the evolution of the pathways through the time. To
evaluate the possible shifts in the colinergic or serotonergic pathways it will be used the aid of
acute treatments of Pilocarpine and 8-OH-DPAT for each pathway respectively. Results of
latency in Barnes maze indicates a loss of cognitive skills in animals subjected to
environmental impoverishment respect to environmental enrichment, however, there were no
pharmacological consistent results in any of the treatments mentioned before.



INTRODUCCION

La posibilidad de que el cerebro de un individuo entrenado, por diversos métodos con
finalidad ladica fuera capaz de experimentar cambios anatomicos respecto a otro individuo sin
estimulo alguno, ha sido contemplada desde comienzos del siglo XX.

Ya en 1911 Santiago Ramén y Cajal sugirio que el ejercicio cerebral podria ser capaz de
establecer nuevas y mas numerosas conexiones neuronales en el cerebro, sin embargo no se llegoé a
aventurar cudl pueda ser la manera en que ello se consigue.

Recién en 1949 Hebb, hipotetizé que los animales criados en ambientes enriquecidos podian
desarrollar cambios permanentes a nivel cerebral, aumentando su potencial para resolver problemas,
basandose en el hecho de que las ratas que eran utilizadas como mascota eran mas eficaces en
resolucion de laberintos que las ratas de laboratorio comunes criadas en jaulas.

Sin embargo, no fue hasta los afios '60 que el laboratorio de Psicologia de Berkeley
demostro los cambios neuroanatomicos del Enriquecimiento Ambiental (abreviado EE del inglés
"Environmental Enrichment”’).Con los primeros estudios hasta el momento segin investigaciones
realizadas por Bennet et al (1969, 1996), ratas sometidas a ambientes enriquecidos demostraban
poseer mayor tamafio del cortex occipital respecto a ratas sometidas a ambientes empobrecidos (de
aislamiento social y carencia de interacciones).

Ademas de esta mejora del cortex visual se ha descubierto que el EE induce a cambios
neuroanatémicos y bioquimicos del hipocampo y el cerebelo, siendo el hipocampo el que ha
captado gran atencidn en cuanto a estudios se refiere. Hay aumento de densidad sindptica y mayores
zonas de contacto, hecho que se asocia con un aprendizaje mas rapido (Diamond 2001).

Por otro lado, la supresion de estimulos, denominada Empobrecimiento Ambiental y
abreviado EIl del inglés "Environmental Impoverishment”, ha mostrado guardar relacion con el
declive de las facultades cognitivas (Winocur, G.1998), adelantando procesos de envejecimiento
cerebral y aparicion de enfermedades asociadas a dicho proceso tales como demencias.

Tal y como se recoge en los trabajos de Diniz et al (2010),ratas sometidas a dicho ambiente a
partir del dia 21 post-natal muestran a partir de los 6 meses una fuerte disfuncion cognitiva, la cual
se ve reflejada en la disminucion del rendimiento en las pruebas comportamentales.

Dentro del concepto de EI se incluyen todos los factores que impidan un desarrollo cerebral
completo, como por ejemplo el aislamiento social, ausencia de estimulos o situaciones de estrés
continuado.

Uno de los grandes misterios continta siendo el sistema de aprendizaje y los mecanismos de
su desarrollo. Se conoce el papel que juegan las vias de sefializacion tanto serotonérgica como
colinérgica en la funcién de modulacién de la memoria, sin embargo la importancia de cada tipo de
receptor en las funciones cognitivas no se encuentra claro todavia (Haiders et al 2012).



OBJETIVOS

En este trabajo se intentar4 conocer la importancia funcional que tienen los receptores
serotonérgicos y colinérgicos en procesos de aprendizaje y memoria no sélo en condiciones
estandar, sino también en condiciones de Enriquecimiento Ambiental (EE) y Empobrecimiento
Ambiental (El) en dos etapas de inicio marcadamente distintas: por una parte animales que seran
sometidos a condiciones de EE o EIl a partir de los 21 dias de vida, mientras que otras se
mantendran en condiciones estandar hasta los 7 meses (considerado adultez para estos animales),
periodo a partir del cual se las sometera a la accion de estos ambientes. De este modo se realizara un
contraste entre estas tres condiciones y mostrara asi la evolucion en todos los ambitos a lo largo del
experimento por medio de la administracion de farmacos selectivos de los receptores mencionados.

A través de la administracion de farmacos seremos capaces de observar las variaciones
diferenciales en los receptores seleccionados para este estudio. El andlisis de los resultados
permitira saber qué receptores han experimentado cambios y por tanto guarden relacion con la
plasticidad neuronal en cada una de las situaciones mencionadas.

Los receptores diana de este estudio han sido los receptores tanto del sistema colinérgico
como serotonérgico, cuyos farmacos elegidos han sido pilocarpina (agonista colinérgico para
receptores muscarinicos M3 y M5) para el sistema colinérgico y 8-OH-DPAT (agonista selectivo
del receptor serotonérgico 5-HT;4). Estos farmacos servirdn de vector para conocer la evolucion de
dichos sistemas a lo largo del tiempo transcurrido en los distintos ambientes.



MATERIALES Y METODOS

1. Animales: descripcién de los animales utilizados y sus condiciones de mantenimiento.

Se han utilizado ratas Sprague, todas ellas machos divididas y distribuidas en los subgrupos
descritos anteriormente y detallados a continuacion:

» Grupo Control: ratas mantenidas en condiciones estandar (temperatura de 22°C con
variacion de +2/-2°C con una humedad del 56 — 60 %). El ratio de horas de luz y horas de
oscuridad se ha mantenido en 12:12 (12 horas de luz y 12 de oscuridad) y poseen libre
acceso tanto a agua como a alimento. Este grupo esta formado por 24 ratas.

» Grupo "EE": ratas en condiciones estandar con refuerzos positivos que estimulen su
desarrollo cognitivo (juguetes, sonajeros, objetos brillantes o luminosos; Figura 1) los
objetos se cambian semanalmente para evitar habituacion al mismo (Kline et al. 2007). Se
corrobora que ha sido utilizado por los animales contrastando su estado inicial con su estado
final (generalmente mordidos o desgastados producto de la interaccion con el mismo;
Figura2).Este grupo esta formado por 24 individuos: la mitad de ellos son animales
sometidos a EE desde su nacimiento y la otra mitad se encuentra formada por animales a los
cuales se ha mantenido en condiciones estandar y a la edad de 7 meses se han sometido a
EE. De esta manera podremos ser capaces de medir si el EE es capaz de marcar diferencias
segun la edad a partir de la cual se aplique el tratamiento.

Figura 2.Estado de los juguetes una vez los animales han
interactuado con ellos.

» Grupo "EI": ratas mantenidas en condiciones no-estandar y sometidas constantemente a
situaciones estresantes (refuerzos negativos).

El primero de estos refuerzos al cual seran sometidas es el aislamiento social: todas
las ratas se encuentran en jaulas individuales de modo que no tendran interaccién de ningun
tipo con sus hermanos durante todo el proceso. Acorde con Volkers et al (2011) esta
situacion de aislamiento social se ha observado que puede acarrear degeneracion neuronal y
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aparicion temprana de demencias y otras enfermedades degenerativas. La aplicacion de
estos estimulos negativos se realiza una vez a la semana y se permite un tiempo de
recuperacion entre cada uno de ellos de modo que no provoquen deterioro en el animal.

Ademas de la privacion de la interaccion social se han empleado los siguientes
refuerzos negativos para el mantenimiento constante de empobrecimiento ambiental:

= Cambios en los ciclos luz/oscuridad y constantes ambientales: estas ratas no se encuentran
en el estabulario por lo que su ratio horas de luz/horas de oscuridad serd& modificado
diariamente, al igual que las variables ambientales como temperatura y humedad que
dependerén de las constantes ambientales. Duracién permanente. Segin estudios recientes
(LeGates et al 2012) los cambios constantes en el ciclo de luz influye sobre las capacidades
de aprendizaje ya que disparan los niveles de corticosterona, una hormona relacionada con
momentos o situaciones de gran ansiedad, lo cual sugiere que ello pueda repercutir
negativamente sobre las facultades cognitivas. Duracién 4 dias (desde 12/10 hasta
15/10/2011).

= Sustitucidn de serrin de las jaulas por bolas de vidrio (canicas): cambio a un sustrato mévil e
inestable incapaz de absorber orina. Duracién 1 semana.

= Agua pulverizada esparcida sobre el animal (por medio de un pulverizador): cada hora junto
con crondémetros que disparan la alarma sonora cada 60 minutos. Duracion 1 semana.

= Alarmas ("timers") que emiten un sonido intermitente que se repite cada hora. Duracion 1
semana.

2. Tratamientos farmacoldgicos: descripcién de los farmacos y dosis empleadas.

Administracion de tratamientos agudos: farmacos y dosis establecidas.

Los tres grupos seran sometidos a tratamientos farmacoldgicos, con la finalidad de conocer
y a la vez contrastar el papel de las dos vias seleccionadas en el proceso de aprendizaje y como
evolucionan. La administracion de los farmacos se realizara por via intraperitoneal, 30 minutos
previos a la ejecucion de pruebas comportamentales. La finalidad de dichos tratamientos agudos es
la de evaluar el efecto del farmaco para ver si esa funcion o via esta relacionada con el aprendizaje,
si observamos una mejora/empeoramiento cognitiva 0 motora, si se potencia/inhibe la capacidad de
aprendizaje de los sujetos:

Utilizaremos los siguientes tratamientos farmacol6gicos para estimular cada una de las vias
de sefializacion elegidas.



Pilocarpina:

Es un agonista colinérgico. Las vias colinérgicas estan H-C
intimamente implicadas en el proceso de aprendizaje, la 3
memoria y la alteracion de este sistema produce deterioros en el
aprendizaje 'y en muchos modelos de memoria.
Mayoritariamente activa receptores cerebrales muscarinicos de O

tipoM3.Estudios recientes (De-Mello et al. 2005) demuestran @) N
que la administracion de pilocarpina puede revertir el deterioro _ _
cognitivo inducido en ratas jévenes. Figura 3.Estructura quimica de

la pilocarpina.

Dosis utilizada en el estudio:la dosis empleada sera la descrita por Tejada et al (2010) demostrada
que produce efectos positivos en aprendizaje y memoria es 3mg/ kg animal en un 1ml salino/ kg.

8-OH-DPAT:
Es uno de los agonistas mas selectivos del receptor 5-
OH HTyasSerotonérgico; receptor que juega un papel importante
N en la modulacion de las funciones de memoria (Haiders et al
~N 2012).

El receptor cerebral 5-HT14 Se encuentra en las areas
) ) del cerebro relacionadas con las funciones de memoria y
Figura 4.Formula 8-OH-DPAT. aprendizaje como el hipocampo, hipotalamoy el cortex.
Estudios han demostrado que el 8-OH-DPAT produce mejoras significativas en la
adquisicion de aprendizaje, memoria a corto y largo plazo en ratas tratadas con el mismo, sin
embargo la mejora que se observa a largo plazo es ligeramente menor respecto al corto plazo
(Haiders et al 2012).

Dosis utilizada en el estudio: en la bibliografia consultada se describen dos dosis con efectos
marcadamente diferentes; por una parte una dosis de 1mg/ kg disuelta en 1ml salino/ kg animal, que
ha demostrado tener unos efectos negativos sobre el aprendizaje de los individuos, mientras que una
dosis mas baja 0,3mg/ kg (Haiders et al) muestra un cambio positivo, con la cual permitira conocer
el papel que sus receptores diana tienen en el proceso de aprendizaje. Dichas dosis actian sobre
receptores postsinapticos o presinapticos respectivamente.

Para la comparacion de dichos tratamientos y para corregir el error en las pruebas producido
por la administracion de farmacos via intraperitoneal, a las ratas del grupo control se les
administrara suero salino en dosis de 1 ml / kg.



3. Tests cognitivos.

A todas las ratas utilizadas en el ensayo se las ha sometido previamente a una evaluacion de
su comportamiento por medio de la ejecucion de todos los tests comportamentales simulando
incluso las aplicaciones de farmacos (en este caso sustituido por suero salino 1mg/ kg). Una vez
realizadas todas las pruebas se ha procedido a la separacion de las ratas en los diversos grupos
citados anteriormente.

Para llevar a cabo este estudio es necesario medir la efectividad del estimulo causado a cada
individuo a nivel motor y cognitivo, por lo que las siguientes pruebas realizadas sobre ellas han

servido para esta funcion:

Laberinto de Barnes

La prueba conocida como laberinto de Barnes
< 2R . (Figurab) es un instrumento muy utilizado en

X 3 experimentacion con animales de laboratorio. Este nos
. & permite estudiar como es la memoria espacial de una rata
> -~ sometida a una situacion de estrés inducido por un foco de

luz intenso 6 un sonido blanco de 90 decibeles. En nuestro
estudio se ha utilizado un foco potente como estimulo.

El laberinto consiste en una tabla circular con 18
agujeros alrededor de la periferia de la misma. Bajo uno de
estos agujeros se halla la denominada caja meta o target. El
objetivo a conseguir por el animal es encontrar la caja meta
del laberinto en el menor tiempo posible, siendo el Gnico
Figuras, esquema dispositivo utilizado. lugar disponible en el laberinto donde éste puede refugiarse
del estimulo luminico previamente descrito.

La prueba consta de dos fases:

Una primera fase de habituacion o familiarizacion en la que se permite a la rata explorar el
terreno durante un maximo de 2 minutos, si la rata no ha conseguido esconderse en la meta se le
facilita la entrada y se la deja reposar dentro de la caja tapada, de este modo facilitamos el
aprendizaje. Este paso se ha repetido 4 veces dejando pasar unos 10 minutos de descanso entre
cada intento.

Pasado el entrenamiento se pone a prueba lo aprendido por el animal en la fase test en la
cual el tiempo limite se reduce a solamente 90 segundos en vez de 2 minutos.

La rata es depositada a oscuras dentro de un dispositivo en la zona central de la mesa, a
continuacion se encienden las luces, que actuaran de estimulo para potenciar la busqueda de la caja
meta la cual estd a oscuras y supone un refugio para ella.
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Mediciones realizadas:

Los datos recogidos de esta prueba son maltiples: se puede analizar por una parte el tiempo
que ha empleado el animal para ingresar en el target,denominado latencia. Distinguimos entre
latencia primaria (primera vez que se acerca y procede a la inspeccion del target) y latencia total
(tiempo que emplea en ingresar fisicamente al target).

Otros parametros que se estudian son la preferencia por el target (nUmero de veces que visita
cada uno de los diferentes agujeros), lo cual nos revela si los animales tienen problemas cognitivos
o de aprendizaje, y la estrategia empleada. Se describen tres tipos basicos de estrategia:

e Estrategia directa:el animal se acerca Unicamente al target. Mejoras en la estrategia nos
ayudaran a evaluar en su proceso de aprendizaje.

e Estrategia seriada:el animal visita agujeros proximos al target hasta dar con éste.

e Estrategia mixta o aleatoria: comportamiento mas o menos erratico del animal, el cual visita
diferentes agujeros sin una pauta explicable.

4. Tratamiento de datos y analisis estadistico:

Se realiz6 un analisis de los datos con el programa Graph pad Prism, se aplicaron contrastes
t-Student y ANOVA. Los resultados presentados corresponden a la media * error estandar de la
media (ES). El nivel de significacion estadistica se considerd p <0,05.
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RESULTADOS

Atodas las ratas utilizadas para el experimento se las ha sometido previamente a un test base
para comprobar sus aptitudes por medio de la ejecucién de las pruebas comportamentales
simulando incluso las administraciones de farmacos (en este caso sustituido por suero salino 1ml/

kg).

El EE mejora las capacidades cognitivas y motoras respecto al grupo control, mientras que
el El induce cambios positivos en un primer momento sobre las capacidades cognitivas, seguido de
un empeoramiento progresivo a largo plazo.

Grupo EE

Resultados de los animales sometidos a EE desde la separacion de la madre (21 dias):
Las siguientes graficas muestran los datos de latencia (en segundos) obtenidos.

Efectos a los 3 meses

CONTROL vs. EE, Salino, 3 meses

250,00 - B Control

200,00 ~ mEE

150,00 -

100,00 -

Latenclatotal (s)

50,00 -

0,00 -

1 enfrenamiento 2 entrenamiento J entrenamiento Test

Figura 6. Comportamiento diferencial de ambos ambientes (EE en verde y Control en azul) a la edad de 3 meses.#
p<0,05 (t-Student) comparando EE con el grupo control.

Esta grafica muestra Unicamente cambios significativos en el primer entrenamiento entre el
grupo control y el grupo sometido a EE, aunque en el resto de entrenamientos y la fase test no nos
evidencia cambios significativos que se hayan podido registrar con 3 meses de enriquecimiento
ambiental en relacion a potenciacion del aprendizaje. Esto refuerza las ideas de que es un proceso
largo y continuo en el cual se observaran cambios, pero no seran inmediatos (Haiders et al 2012).
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Control, 3 meses, Salino EE. 3 meses. Salino

100% A
90% 1
g0% A

100% 1
90% 1

70% A i =%
500; OSeriado 0% - O Seriado
-
) o, -
a0, Whdixto ED:B B Mixto
40% A . 20%
a0 | ODirecto A% BDirecto

30% 4
20% 4
10% 1
0% -

0% A
10% A
0% -

Test

% de seguimiento de una estrategia
% de seguimiento de una estrategia

Test

Figura 6A. Estrategias comportamentales registradas en la fase de test.

En cuanto a la estrategia seguida (Figura 6A), muestran estrategias y pautas de conducta
similares seriada-mixta, lo que nos avala la primera idea propuesta de que se trata de grupos que
responden de manera similar al ambiente pues se requiere mas tiempo de enriquecimiento ambiental
para mostrar mejorias significativas.

250,00 -

200,00 A

150,00 -

100,00 4

Control, 3 meses EE, 3 meses
250,00 -
ESALINO 200,00 - ESALINO
EPILOCARPINA 150,00 - 8 EPILOCARPINA

100,00 -
50,00 A
0,00 -
1 2 3 Test
1 entrenamiento 2 entrenamiento 3 entrenamiento Test entrenamiento entrenamiento entrenamiento

Figura 7. Comparacion del comportamiento de la Pilocarpina en animales Control y EE. Se observaron diferencias
significativas en la fase de test de los animales sometidos a EE.*p<0,05 (t-Student) comparado con su control.

La Figura 7 muestra como la administracién de Pilocarpina resulta en tiempos de latencia
superiores en los animales sometidos a condiciones estandar, mientras que se aprecian ligeras
mejoras en los tiempos de los animales mantenidos en condiciones de EE, reduciendo un 53% el
tiempo de latencia en la fase de test (p<0,05). Ello se debe seguramente a un aumento de plasticidad
neuronal que comienza a inducir este tipo de ambiente que parece afectar al sistema colinérgico.
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250,00 -
200,00 A

150,00 -

1| g 93.3
741
* * * s *
10,67 13.00 11,50 L

100,00

50,00

0,00

Control, 3 meses

B SALINO

@8 (OH) DPAT

1 entrenamiento 2 enfrenamiento 3 enfrenamiento

Test

250,00 -

200,00 A

150,00 -

100,00 -

50,00 -

EE, 3 meses

B SALINO

@8 (OH) DPAT

0,00

43,29
81,71 o
E 3 : ¥ * 714
6,00 *
8.83 13,17
5,00
1 2 3

Test
entrenamiento entrenamiento entrenamiento

Figura 8. Efectos diferenciales de la administracion de 8-OH-DPAT en animales del grupo Control y EE; *p<0,05(t-
Student) comparado con su control.

Los efectos del 8-OH-DPAT son facilmente apreciables en ambos grupos, el gran descenso
de los tiempos de latencia acompafiado de una eleccion de la estrategia directa en la fase de test
mayoritaria en ambos casos refuerza la hip6tesis propuesta de su efecto beneficioso en el
aprendizaje. Las regiones que gobiernan en la inclinacion hacia estrategias de tipo directo es el
hipocampo, el cual es muy sensible a este tipo de farmacos dada la gran expresion de receptores
serotonérgicos (Rasmuson, 1997). El efecto del 8-OH-DPAT es ligeramente mas marcado en el
grupo sometido a EE respecto al control en la fase de test (reduccién del tiempo de latencia 93% en
EE respecto a una reduccion del 85% en el grupo control, p>0,05).
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Efectos a los 10 meses: Los animales del grupo Control empiezan con una latencia superior
respecto a EE.

250,00 4

200,00 4

150,00 -

100,00 -

50,00 A

0,00 +

178,33

Control, 10 meses

133,83

110,83

76,07

2,94
4,00

1erentrenamiento  2° entrenamiento 3°entrenamiento

mSALINO

mPILOCARPINA

51,37
47,83

test

250,00 1

200,00 A

150,00

100,00

50,00 A

0,00 +

EE, 10 meses

9417
83,33

77.3]

33,67

mSALINO

BPILOCARPINA

4017 r7 00

1er entrenamiento  2° entrenamiento 3° entrenamiento

test

250,00 4

200,00 4

150,00 -

100,00 -

50,00

0,00 +

178,33

Control, 10 meses

1erentrenamiento  2°entrenamiento  3° entrenamiento

mSALINO

@8 (0H) DPAT

test

250,00

200,00

150,00

100,00

50,00

0,00

EE, 10 meses

80.50

77.3]

34,00

mSALINO

@8 (0H) DPAT

40,17

1erentrenamiento  2° entrenamiento 3°entrenamiento

test

Figura 9. Efecto de la pilocarpina y 8-OH-DPAT sobre los tiempos de latencia en ratas sometidas EE y animales
Control. # p<0,05 (t-Student) comparando el grupo EE con el grupo Control.

A partir del mes 10 apreciamos, tanto en las administraciones de Pilocarpina como de 8-OH-
DPAT lo descrito por Kline (2007), la incompatibilidad de beneficio de farmaco y tratamiento
ambiental, ya que observamos que los tiempos inyectando pilocarpina no experimentan una mejora
significativa en EE. De la misma manera ocurre con el 8-OH-DPAT, el cual comienza mostrando
unos tiempos iniciales muy elevados pero igualando a los tiempos de los animales tratados con
suero salino en la fase de test.

Respecto a las estrategias podemos decir que

la administracion de 8-OH-DPAT permite

observar una pauta mas erratica en animales del grupo EE en comparacion a los animales Control,
cuya estrategia es mayoritariamente directa (Rasmuson, 1997).
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Efectos a los 13 meses

Control vs EE, Salino, 13 meses La repeticion del
proceso, pasados 3

250,00 - meses nos indica una
mejoria en los tiempos
200.00:1 [ de latencia de los
150,00 animales mantenidos en
EE (Figura 10) en la fase
00 test.Sin  embargo las
figuras siguientes
muestran  como  las
administraciones de
Pilocarpina denotan unos
resultados contrarios
respecto a lo observado a
3y 10 meses aunque de nuevo mas marcado en el grupo de animales sometidos a EE (aumento del
tiempo de latencia en 264%,p<0,05) que en grupo Control (subida del 68% en el tiempo de
latencia).

100,00 A

1 entrenamiento2 entrenamiento3 entrenamiento Test

Figura 10. Evolucion de los tratamientos en el muestreo realizado a los 13 meses.

Control, 13 meses EE, 13 meses
250,00 1 250,00
200,00 - ESALINO 200,00 4

BPILOCARPINA
150,00 A
101,00

100,00 - 66,50 7433

4767

4717
50004 36900 31,83
28,00
0,00 - T T -
1 entrenamiento 2 entrenamiento 3 entrenamiento Test 1 entrenamiento 2 entrenamiento 3 entrenamiento Test

Figura 11. Tiempos de latencia (segundos) en tratamientos de Pilocarpina.*p<0,05 (t-Student) comparado con su
control.
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La administracion de 8-OHDPAT denotan un efecto significativamente mas marcado (p<0,01) en el
grupo de animales controles (87%) que en los sometidos a EE (36%).
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Control, 13 meses

4767
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200,00 4

150,00

100,00

50,00

EE, 13 meses

1 entrenamiento 2 entrenamiento 3 entrenamiento

ESALINO

@8 (OH) DPAT

Figura 12. Tiempos de latencia (segundos) en tratamientos de 8-OH-DPAT. *p<0,05 (t-student) comparadocon su
control;# p<0,05 (t-Student) comparando el grupo EE con el grupo Control

Las estrategias seguidas continGan siendo inclinadas hacia el mixto-seriado en animales
mantenidos en EE, mientras que se aprecia un comportamiento positivo del farmaco en los animales
mantenidos en situaciones estandar ya que éstos recurren a la estrategia principalmente directa para
la resolucién de la prueba. Esta eleccion esta gobernada por el hipocampo (region rica en receptores
serotonérgicos) (Rasmuson, 1997).
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Figura 12A. Comparativa de las estrategias adoptadas por animales en fase test del grupo Control y EE.
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Resultados de los animales sometidos a EE a partir de la edad adulta (7 meses):

A diferencia de los animales que fueron sometidos a EE desde momentos tempranos de su

vida (21 dias), las condiciones
ambientales de este  grupo
experimental han sido estandar
hasta llegar a la edad adulta de 7
meses, a partir de la cual se les
sometio a enriquecimiento
ambiental. Los resultados muestran
que no hay diferencia significativa
entre aquellos mantenidos en
situacion estandar y los sometidos
a EE, teniendo unas latencias
similares  desde el  primer
entrenamiento (Figura 13).

250,00 -
200,00 A
150,00 A
100,00 A

50,00 4

0,00 -

Control vs EE, Salino, 10 meses

1 entrenamiento 2 entrenamiento 3 entrenamiento

B Control BEE

72,50

51,33

Test

Figura 13. Evolucién grupo control y EE con solucion salina.

Esto nos permite afirmar que los animales adultos requieren un mayor tiempo de
estimulacion para apreciar las mejorias a nivel de neuroplasticidad que ofrece el enriquecimiento
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ambiental.
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Figura 14.Efectos de la pilocarpina y el 8-OH-DPAT en ratas de 10 meses sometidas a EE desde los 7 meses.
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Respecto a los farmacos administrados, los tratamientos con Pilocarpina se muestran
negativos para el aprendizaje en situacion control mientras que de forma general se observa un
efecto positivo para el aprendizaje en el grupo sometido a EE. En cuanto al 8-OH-DPAT no se
observan diferencias significativas entre ambos grupos aunque parecen ser ligeramente inferiores en
el grupo EE (disminucién del 60% de latencia) que en el grupo control (disminucion del 71% de
latencia)(Figura 14). Estos resultados contrastan con los observados previamente en animales que
fueron sometidos a EE desde edades tempranas, en los que se observaban a los 3 meses de estar
sometidos a estimulos de enriquecimiento ambiental, un mayor efecto de ambos farmacos respecto
al grupo control (Figuras 7 y 8).
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Grupo El

Resultados animales sometidos a El desde su nacimiento:

CONTROL vs. El , Salino, 3 meses

250,00 -

m Control mE|

200,00 A

150,00

100,00 -

Latenciatotal(s)

50,00 |

1 entrenamiento 2 enfrenamiento 3 entrenamiento Test

Figura 15.Comparativa de tiempos de latencia grupo Control y El a la edad de 3 meses.

Acorde con lo observado, y al contrario de lo estipulado, no se observan fendmenos
desfavorables para el aprendizaje en condiciones ambientales desfavorables (Figura 15). No
obstante, apreciamos algunos hechos puntuales, el primero hace referencia al tipo de estrategia
llevada a cabo por ambos grupos tratados con salino, mas del 80% de los tests de animales
sometidos a El han sido resueltos por medio de una estrategia de tipo mixto; al contrario que en las
de grupo Control, cuya estrategia mayoritaria es la directa, siendo inexistente la estrategia seriada
en ambos grupos (Figural5A). Se observé que los animales sometidos a El presentaban un
comportamiento motor incrementado respecto a los controles, probablemente por el aumento de
actividad simpatica (de activacion sistémica, muy visibles en situaciones de estrés).Como resultado
de ello, presentaron un tiempo de latencia similar al control aunque siguiendo una estrategia
aleatoria. La estrategia aleatoria estd menos relacionada con un proceso favorable de aprendizaje
respecto a la estrategia directa y la estrategia seriada que requieren la funcionalidad del hipocampo
y el estriado, regiones estrechamente relacionadas con los procesos de aprendizaje y memoria.

Estas observaciones sugieren que los ambientes con abundantes estimulos estresantes
proporcionan una mayor velocidad de respuesta a la busqueda de refugio respecto a aquellas
mantenidas en ambientes ausentes de estimulos estresantes aunque esta blsqueda sea irreflexiva.

Control, 3 meses, Salino El, 3 meses, Salino
100% A 100% -
.% 90% 1 90% A
o
H 0% s |
H 0% 1 OSeriado 0% 4 DSeriado
@ s 4
o 60% o
s 60%
s £0% 4 EMixto B ixto
: 0%
s 4% 1 EDirect 0%
«E 0% Irecto SD; mD0irecto
g % znﬂfo
5 10% - .
o
g o | 10%
2 Test 0% +
B

Test

Figura 15A. Estrategias adoptadas por los grupos Control y El con suero salino.
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Evolucion de la respuesta farmacoldqgica al Empobrecimiento Ambiental:

Control, 3 meses

250,00 - 250,00
El, 3 meses
200,00 ~ 200,00 -
WSALINO
mSALINO
150,00 - BPILOCARPINA 150,00 ®PILOCARPINA
22,50
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100,00 4 g4 933 100,00 -
741
33 53
50,00 i‘; 50,00 -
0,00 1 : T 0,00
1 entrenamiento 2 entrenamiento 3 entrenamiento Test 1 entrenamiento 2 entrenamiento 3 entrenamiento Test
Control, 3 meses
250,00 - 250,00 1
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200,00 200,00 A
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150,00 B8 (OH) DPAT 150,00 - =6 (0t).0PAT

100,00 { g4 933 100,00 -
741
50,00 %* * * * 50,00 |
10,67 13,00 11,50 8.00
0,00 - T T T 0,00
1 entrenamiento 2 entrenamiento 3 entrenamiento Test 1 entrenamiento 2 entrenamiento 3 entrenamiento Test

Figural6. Comparativa de los efectos de la pilocarpina y 8-OH-DPAT en tiempos de latencia en ratas sometidas El y

animales Control. .*p<0,05 (t-Student) comparado con su control.

Se destaca el bajo efecto de la Pilocarpina en los animales control y los sometidos a EI. En

cuanto a la administracion de 8-OH-DPAT parece tener unos efectos favorables sobre el aprendizaje

mayor en animales del grupo Control (85% mejoria) que en los animales sometidos a El (70 %

mejora), ello podria sugerir un deterioro del sistema serotonérgico en el grupo sometido a

condiciones de estrés. Este hecho esta relacionado con la adquisicion de estrategias de bldsqueda de

tipo mixto o aleatorio en detrimento de pautas directas respecto al grupo de animales mantenidos en

condiciones estandar (Figura 16A).
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Figura 16A.Estrategias comportamentales observadas en animales de los grupos Control y El.

Tal y como se observa, hay diferencias a la hora de la adopcion de pautas comportamentales
en animales Control respecto a animales sometidos a EI.

Resultados obtenidos de los animales sometidos a El a partir de la edad adulta (7 meses):

Los siguientes datos corresponden a animales sometidos a condiciones estresantes a partir de
los 7 meses siendo mantenidos hasta dicha edad en condiciones estandar.
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Figura 17.Comparativa de tiempos de latencia grupo Control y El a la edad de 10 meses; **p<0,01 (-
Student) comparado con su control.
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Nuevamente, podemos observar que una exposicién a situaciones ambientalmente
desfavorables, practicadas a partir de los 7 meses y prolongadas durante 3 meses, no muestra
afecciones al aprendizaje (Figura 17). Sin embargo cabe destacar la gran diferencia en el primer
entrenamiento entre los grupos Control y EI. La gran diferencia lo cual nos proporciona un indicio
acerca de una posible pérdida de memoria a largo plazo (olvido casi por completo del dispositivo al
que fueron el dia antes de sersometidasal test para su habituacion). Esta posible pérdida de memoria
puede ser atribuida a inicios de neurodegeneracion (Volkers et al 2011).

Evolucion de la respuesta farmacoldgica al Empobrecimiento Ambiental:
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Figura 18. Comparativa de los efectos de la pilocarpina y 8-OH-DPAT en tiempos de latencia en ratas sometidas El y
animales Control. .

El patron de comportamiento de la Pilocarpina parece tener algunos efectos negativos sobre
los individuos a los cuales se aplica.Sin embargo la ausencia de dichos efectos desfavorables en el
grupo El, nos hace sospechar de un fuerte bloqueo de estas vias producto de la sobreexpresion de
las vias simpaticas en situaciones de estrés. A pesar de ello no se observan significancias en el
desarrollo de pautas de estrategia entre grupo Control y El.

En cuanto a la administracion de 8-OH-DPAT parece tener unos efectos favorables sobre el
aprendizaje mayor en animales del grupo Control (71% mejoria) que en los animales sometidos a El
donde no se observa ningun efecto, ello podria sugerir un deterioro del sistema serotonérgico en el
grupo sometido a condiciones de estrés, como se observo en animales sometidos a El en edades
tempranas
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DISCUSION

Ideas generales:

A la vista de los resultados, podemos corroborar la primera hipotesis de partida del trabajo, y
es que tanto la via colinérgica como serotonérgica estan directamente implicadas en el desarrollo de
patrones de aprendizaje y memoria.

El andlisis de los resultados ha denotado una actuacion de los farmacos diferenciada en cada

uno de los tratamientos o situaciones ambientales que se corresponde con lo descrito por Harati et
al (2012) y Kline et al(2007) respectivamente para situaciones de EE y El.

Efectos Farmacoldgicos observados e interés de las vias implicadas:

La medicidn de las vias colinergica y serotonérgica gracias a los farmacos seleccionados ha
revelado que dichas vias no poseen ni el mismo peso ni se muestran equitativamente
dafiadas/potenciadas en las diferentes situaciones analizadas. Las mejoras cognitivas se ven mas
claras al estimular el receptor serotonérgico 5-HT;5 con 8-OH-DPAT dando mejores resultados
comparativamente a los ofrecido por la Pilocarpina sobre el sistema colinérgico. Cabe sefialar que la
Pilocarpina induce efectos somaticos que en ocasiones han podido afectar negativamente al
desarrollo de la prueba aungue han podido igualmente revelar la sensibilidad al farmaco en los
diferentes grupos experimentales. Por otro lado el 8-OH-DPAT ha sido usado como agente
potenciador de la recuperacion frente a lesiones neuronales mostrando un resultado muy
satisfactorio (Kline 2007) de modo que las vias serotonérgicas muestran una mayor recuperacion al
dafio neuronal.

En general, hemos observado grandes diferencias entre ambos farmacos: denotando una
mejora en los tiempos de latencia administrando 8-OH-DPAT incluso en los animales sometidos a
empobrecimiento ambiental respecto a los tratamientos con Pilocarpina.

Comportamiento diferencial de las vias en situaciones de Enriquecimiento ambiental vy
Empobrecimiento ambiental:

EE:

Estudios del afio 1997 (Rasmuson et al), revelaron que se observaba una mayor expresion de
RNA mensajero de receptores de tipo 5-HT14 en la regidén hipocampal de animales sometidos a
enriquecimiento ambiental, lo que se podria traducir en una mayor expresion de receptores 5-HT;a
y quizés también de su funcién. Una posible explicacién a los resultados obtenidos al administrar
8-OH-DPAT, que ha producido una respuesta contraria a la esperada (menor efecto en general en los
animales sometidos a enriquecimiento ambiental respecto a los controles tras la administracion de
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8-OH-DPAT). Podria ser que el aumento de mRNA no se haya traducido en un mayor
namero/funcion del receptor 5-HT14; 0 bien que el mayor nimero de receptores se encuentren a
nivel postsinaptico, con lo cual la funcion sobre los procesos de memoria/aprendizaje sean
negativos. En este sentido Haiders et al (2012),describe un efecto contrario de 2 dosis de 8-OH-
DPAT sobre la memoria, dosis bajas como la utilizada en este trabajo inducen efectos positivos al
actuar mayoritariamente sobre receptores presinapticos, mientras dosis superiores inducen efectos
negativos al actuar mayoritariamente sobre receptores postsinapticos. Si el menor efecto positivo
sobre la memoria observado en los animales sometidos a EE respecto al grupo Control, se deben a
una interaccion entre los efectos positivos y negativos sobre la memoria, si bien requiere mayores
estudios podria estar indicando un aumento en la sensibilidad al agonista, convirtiendo la dosis
aplicada en una dosis equivalente a la que produce los efectos desfavorables descritos por Haiders y
cols.

Es sabido que el EE promueve la creacion de nuevas sinapsis: evitando de esta manera que
haya un retraso en la aparicion de disfunciones cognitivas con el paso de la edad, previniendo
déficits de atencion producidos por la edad por medio de la potenciacion de la memoria (Hatari et
al). Por otra parte, el mismo equipo de investigacion, llegé a la conclusion que animales sometidos
a EE poseian un nimero de neuronas colinérgicas en la zona del prosencéfalo mucho mayor que sus
homdélogos mantenidos en condiciones estandar, lo cual sugiere que el EE produce cambios
neuroanatémicos que preservan capacidadesde memoria y aprendizaje espacial gracias a una mayor
supervivencia de neuronas colinérgicas.De acuerdo con estos autores, en el estudio realizado hemos
observado que la estimulacion durante 3 meses con enriquecimiento ambiental mejoré el efecto de
la pilocarpina en la fase de test tanto si se trataba de animales que tuvieron el EE desde los 21 dias
de vida, como si se realizaba a partir del estado adulto (7 meses de edad). Sin embargo, estos
efectos no se mantuvieron a lo largo de todo el proceso de enriquecimiento ambiental.

Siguiendo la linea de otros autores (Segovia et al 2009; Mohamed et al 2002), no se discute
el beneficio que reporta tanto el uso de potenciadores sinapticos, como del enriquecimiento
ambiental, tanto a edades tempranas como tardias para recuperacion de lesiones (Kline 2007) o para
la mejora de las conexiones sinapticas retrasando la aparicion de enfermedades neurodegenerativas
(Volkers et al 2011). Sin embargo no existian estudios que aportaran evidencia de si estas vias de
estimulacién aplicadas conjuntamente reportarian efectos beneficiosos sumatorios. Los estudios
realizados permiten defender la hipotesis planteada por Kline et al evidenciando que no se produce
dicho efecto sumatorio, este hecho se observa claramente en los tratamientos con 8-OH-DPAT (ver
figura 8) incluso la administracion de farmaco reduce notoriamente su rendimiento, afectando
negativamente.Si bien se desconoce la razén exacta de ello, se sostiene que se debe a que el EE
produce una serie de cambios a nivel de sinapsis y de densidad de receptores que permite alcanzar
el maximo de potenciacién que el cerebro del animal es capaz de conseguir.
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El:

Tres meses después de someter a los animales a estas condiciones, no se observaron
diferencias significativas en las latencias de los animales sometidos a empobrecimiento desde las
primeras etapas de vida respecto al control. No obstante presentaron peores estrategias, siendo
fundamentalmente de tipo aleatorio frente a la seriada del grupo control. En los animales sometidos
a empobrecimiento en el estado adulto, a los 3 meses de estar sometidos a El se observd una
latencia muy superior en el primer entrenamiento, que podria estar relacionada con un
empeoramiento de la memoria a largo plazo.

El resultado de efectos farmacol6gicos sobre este grupo se atiene a lo inicialmente esperado,
Winocur (1998) describe como situaciones extenuantes constantes que inducen a una progresiva
destruccion de ciertas regiones cerebrales.

Por medio del analisis de resultados de latencia total en la fase de test, se observan
diferencias en la capacidad de respuesta al estimulo de ambas vias. En general, no se observaron
diferencias respecto al grupo Control cuando se administré pilocarpina, mientras que se observaron
efectos inferiores tras la administracion de 8-OH-DPAT en los animales sometidos a El respecto a
los del grupo Control. Esta disminucion de respuesta al 8-OH-DPAT se observo al cabo de 3 meses
con empobrecimiento ambiental, tanto si se trataba de animales que tuvieron el El desde los 21 dias
de vida, como si se realizaba a partir del estado adulto (7 meses de edad). De acuerdo con ello, los
trabajos de Gordon Winocur (1998) podrian indicar que dicha falta de respuesta en la via
serotonérgica se pueda atribuir a principios de neurodegeneracion propios de ambientes
empobrecidos en estimulos.

Si bien carecen del respaldo histoldgico, se hacen facilmente visibles principalmente en los
resultados de latencia de los animales tratados con 8-OH-DPAT. Ello nos permite afirmar por una
parte que la degeneracion de las vias estudiadas no es equitativa, sino que la via serotonérgica se ve
afectada de forma superior a la via colinérgica. Por otra parte permite sugerir que la administracion
de 8-OH-DPAT es susceptible de inducir a mejoras en situaciones de EI significativamente mejores
que con la administracion de Pilocarpina.
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CONCLUSIONES

1. Se han observado diferencias en la modulacion de los procesos de aprendizaje/memoria
atribuibles al ambiente, siendo mejorados por efecto del enriquecimiento ambiental (latencias
disminuidas), y disminuidos por el empobrecimiento ambiental (peor estrategia 0 aumento de las
latencias iniciales).

2. Tanto la administracion de pilocarpina como de 8-OH-DPAT a animales control ha
resultado en una mejora de sus capacidades cognitivas, siendo mas pronunciados los efectos
observados tras la administracion de este ultimo.

3. El enriquecimiento ambiental y la administracion de 8-OH-DPAT no ha resultado en un
mayor efecto sobre los procesos cognitivos, ambos estimulos no son aditivos, si no que se ha
observado una disminucion del efecto del 8-OH-DPAT en los animales sometidos a enriquecimiento
ambiental. Por el contrario, se ha observado un efecto mayor a la pilocarpina en los animales
sometidos a enriquecimiento ambiental respecto a los controles tres meses después de su aplicacion
en ratas jovenes y en adultas.

4. En condiciones de empobrecimiento ambiental, se ha observado una disminucién del
efecto del 8-OH-DPATrespecto a los controles tres meses después de su aplicacion en ratas jovenes
y en adultas.Por el contrario, no se han observado cambios en el efecto de la pilocarpina en los
animales sometidos a empobrecimiento ambiental respecto al control.

Conclusion final

Se ha sugerido que el EE promueve la creacion de nuevas conexiones, evitando de esta
manera que haya un retraso en la aparicion de disfunciones cognitivas debidas a la edad,
previniendo déficits de atencion producidos por la edad por medio de la potenciaciéon de la
memoria.Sin embargo poco se ha estudiado o sabe acerca de los efectos causados por el
empobrecimiento ambiental a largo plazo. Conocer la manera en que todo ello puede llegar a afectar
a los complicados sistemas de conexiones neuronales, podria ayudar a establecer una hipotesis de
cémo el estilo de vida puede llegar a afectar tanto a la calidad como numero de conexiones
funcionales.
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