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RESUMEN

La adiccidon al alcohol es un trastorno conductual complejo que, al igual que otras
enfermedades mentales, es el resultado de la interaccidon entre determinantes genéticos,
rasgos de personalidad y experiencias ambientales estresantes, entre otros factores. La
prevalencia del consumo de esta sustancia representa un coste sanitario muy importante
para la sociedad, y es considerado responsable de favorecer la aparicion de enfermedades y
de provocar la muerte prematura en seres humanos. Este trastorno se caracteriza por su
caracter cronico, compulsivo e incontrolable, acompanandose de fenomenos de tolerancia,
dependencia fisica, deseo compulsivo (craving) y recaidas.

En la actualidad existen modelos animales que han resultado ser esenciales para la
comprension de los mecanismos neurobioldgicos implicados en los procesos de adiccion.
Una de las estrategias de investigacion consiste en el empleo de animales seleccionados y
criados en funcion de ciertas disposiciones comportamentales vinculadas directa e
indirectamente con el consumo de sustancias adictivas. Este es el caso de las ratas Romanas
consanguineas de Alta (RHA-I) y Baja (RLA-I) Evitacion, las cuales muestran diferencias
fenotipicas relacionadas con su impulsividad (mayor en la cepa RHA-I que en la cepa RLA-
I), con su facilidad para autoadministrarse drogas de abuso o consumirlas de forma
espontanea (mayor en la cepa RHA-I que en la cepa RLA-I), con su reactividad emocional
(mayor en la cepa RLA-I que en la cepa RHA-I), y con su tendencia a mostrar
comportamientos relacionados con el rasgo conductual de busqueda de novedad (mayor en
la cepa RHA-I que en la cepa RLA-I), un rasgo repetidamente asociado con la adiccion. Esta
evidencia sugiere que las ratas Romanas constituyen un modelo animal 1til para analizar
algunos de los factores de riesgo asociados con el consumo de alcohol, una afirmaciéon que
define el objetivo fundamental de la presente Tesis Doctoral. Asi, en una primera fase se
analizd si existe relacion entre el rasgo conductual de busqueda de novedad y el consumo
espontaneo de alcohol en estos animales. Para ello se realizd un experimento dirigido a
establecer las condiciones experimentales idoneas para detectar diferencias de cepa en
consumo voluntario de etanol (Estudio 1), se procedio6 a validar las tres pruebas de novedad
que se iban a utilizar para evaluar este rasgo comportamental (Estudio 2) y se realiz6 un
estudio final que puso en relacion estas conductas (consumo espontdneo de alcohol,
busqueda de novedad) en las ratas Romanas (Estudio 3). La Fase II de esta Tesis Doctoral
tuvo como objetivo analizar el impacto de experiencias ambientales negativas relacionadas

con pérdida de reforzamiento sobre el consumo voluntario de alcohol, tratando de analizar



en qué medida estas experiencias pueden ser estresantes y precipitar el consumo en las ratas
Romanas, y de qué forma dicho impacto puede depender de las caracteristicas fenotipicas
del animal. En el primero de los experimentos (Estudio 4) se establecieron las condiciones
experimentales adecuadas para analizar el efecto de la frustracion sobre el consumo de
etanol, realizando un estudio con ratas Wistar que fueron sometidas a un procedimiento de
CSN instrumental apetitivo, e inmediatamente después a una prueba de preferencia
agua/alcohol (2%). Los resultados obtenidos en este estudio piloto sirvieron para planificar
los experimentos 5 y 6, en los cuales se analiz6 el efecto de la omision de una recompensa
esperada (extincion) sobre el consumo de alcohol (2%) en ratas RLA-I y RHA-I, tanto en
una prueba consumatoria (Estudio 5) como en una tarea instrumental (Estudio 6).

Los resultados obtenidos en la Fase I demostraron la existencia de diferencias de
cepa en consumo voluntario de alcohol, unas diferencias que no dependieron del
procedimiento experimental utilizado para presentar la droga (con aclimataciéon o sin
aclimatacion previa al alcohol). Asimismo, en esta Fase se confirmd la validez de las
pruebas de novedad utilizadas y se constaté que el programa de cruzamiento selectivo
realizado con las ratas Romanas ha producido una seleccion bidireccional de rasgos que
influyen en la propension de los animales a mostrar conductas vinculadas con trastornos
adictivos, tales como el consumo voluntario de etanol y las conductas de busqueda de
novedad, ambos rasgos relacionados y mds preponderantes en la cepa RHA-I en
comparacion con la RLA-I. Por su parte, los resultados obtenidos en la Fase II demostraron
que el impacto de una experiencia en omision de recompensa (extincion instrumental) sobre
el consumo voluntario de etanol (2%) en ratas RHA-I vs. RLA-I depende de las
caracteristicas genéticas de los animales, dado que s6lo la cepa RLA-I aument6 su consumo
de etanol después de dicha experiencia. Este resultado se observo tanto utilizando una tarea
consumatoria (Estudio 5) como una prueba instrumental (Estudio 6). Asimismo, se
comprobd que, en la prueba instrumental, la exposicion de los animales a experiencias
repetidas de frustracion (reforzamiento parcial) anulo las diferencias de cepa observadas en
los grupos sometidos a una fase de extincion tras haber recibido reforzamiento continuo,
indicando que el efecto de la frustracion sobre el consumo de alcohol depende no so6lo de la
cepa, sino también de la naturaleza especifica de la experiencia frustrante. En su conjunto,
estos resultados sugieren que ciertas experiencias ambientales estresantes vinculadas con
experiencias de pérdida pueden constituir factores precipitantes en el consumo de sustancias
adictivas en individuos genética y temperamentalmente vulnerables, poniendo de manifiesto

la complejidad del fenomeno adictivo.
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INTRODUCCION

1.1 APROXIMACION NEUROBIOLOGICA AL CONCEPTO DE ADICCION

La adiccion a sustancias psicoactivas es un trastorno conductual que se caracteriza
por su cardcter cronico, compulsivo e incontrolable, acompafidndose de fenémenos de
tolerancia, dependencia fisica, deseo compulsivo (craving) y recaidas (LeMoal y Koob,
2007). Considerada por la opiniéon publica como reflejo de un cardcter débil y falto de
autocontrol (Ellenbroek, van der Kam, van der Elst y Cools, 2005), la mayoria de los
cientificos y clinicos que estudian esta alteracion conductual coinciden en considerarla como
un trastorno psicopatoldgico complejo que, al igual que otras enfermedades mentales, es el
resultado de una compleja interaccion entre predisposicion genética y factores ambientales
(Kabbaj, Evans, Watson y Akil, 2004), siendo el estudio de esta interacciéon uno de los
campos de investigacion mas florecientes de la neurociencia actual.

De acuerdo al Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales de la
Asociacion Psiquidtrica Americana (DSM-IV, 2000), los criterios necesarios para

diagnosticar un trastorno por abuso de sustancias psicoactivas son los siguientes:

A: Patron desadaptativo de consumo de sustancias que conlleva un deterioro o malestar
clinicamente significativos, expresado por uno (o mas) de los siguientes sintomas:
1. Consumo recurrente de sustancias, que da lugar al incumplimiento de obligaciones
en el trabajo, la escuela o en casa.
2. Consumo recurrente de la sustancia en situaciones en las que hacerlo es
fisicamente peligroso (por ejemplo, conduciendo un automdévil o manipulando
maquinaria pesada).
3. Problemas legales repetidos relacionados con la sustancia (por ejemplo, arrestos
por comportamiento escandaloso debido al consumo de la droga).
4. Consumo continuado de la sustancia a pesar de tener problemas sociales continuos
o recurrentes o problemas interpersonales causados o exacerbados por los efectos de
la misma.

B: Los sintomas no han cumplido nunca los criterios para la dependencia de sustancias.

El abuso puede ser considerado como una circunstancia de riesgo evolutivo al
siguiente paso que es la dependencia, que constituye el cuadro mas grave en relacion con el

consumo de sustancias psicoactivas. Esta fue definida por primera vez por la OMS en 1964



como un estado de intoxicacion periddica cronica producida por el consumo repetido de una
droga natural o sintética y caracterizado por: (a) deseo dominante de continuar tomando la
droga y obtenerla por cualquier medio; (b) tendencia a aumentar la dosis; (c) dependencia
fisica y generalmente psicologica, con sindrome de abstinencia por retirada de la droga; (d)
efectos nocivos para el individuo y para la sociedad.

Segun el criterio del DSM-IV (Anthony, Warner y Kessler, 1994), la caracteristica
esencial de la dependencia de sustancias consiste en un grupo de sintomas cognoscitivos,
conductuales y fisioldgicos que indican que el individuo continia consumiendo la sustancia,
a pesar de la aparicion de problemas significativos relacionados con ella, existiendo un
patron de repetida autoadministracion que a menudo conduce a tolerancia, a una clinica de
abstinencia y a una ingestion compulsiva de la sustancia. Se trata de un patrén desadaptativo
de consumo que conlleva un deterioro o malestar clinicamente significativo, expresado por
tres 0 mas de los sintomas siguientes en algin momento de un periodo continuado de 12

mesces:

1.- Tolerancia, definida por cualquiera de los siguientes sintomas:

(a) Una necesidad de cantidades marcadamente crecientes de la sustancia

para conseguir la intoxicacion o el efecto deseado.

(b) El efecto de las mismas cantidades de sustancia disminuye claramente

con su consumo continuado.
2.- Abstinencia, definida por cualquiera de los siguientes sintomas:

(a) El sindrome de abstinencia caracteristico para la sustancia.

(b) Se administra la misma sustancia (u otra muy parecida) para aliviar o evitar

los sintomas de abstinencia.
3.- La sustancia es administrada con frecuencia y en cantidades mayores o durante un
periodo de tiempo mas largo de lo que inicialmente se pretendia.
4.- Existe un deseo persistente o esfuerzos infructuosos de controlar o interrumpir el
consumo de la sustancia.
5.- Se emplea mucho tiempo en actividades relacionadas con la obtencion de la sustancia, en
el consumo de la misma o en la recuperacion de sus efectos.
6.- Reduccion de importantes actividades sociales, laborales o recreativas debido al

consumo de la sustancia.



7.- Se contintia administrando la sustancia a pesar de tener conciencia de problemas
psicologicos o fisicos recidivantes o persistentes, que parecen causados o exacerbados por el

consumo de la sustancia.

La adiccion a las drogas se caracteriza, por tanto, por un uso compulsivo de las
mismas, acompafiado de intentos repetidos para dejar de consumirlas con alta propension a
la recaida, incluso después de largos periodos de abstinencia (DeJong, 1994; Hyman y
Malenka, 2001). Nature Neuroscience dedicé una monografia a la adiccion a finales de
2005, en un intento por romper el estigma y la falsa idea de sujetos adictos sanados por la
sociedad (Dackis y O'Brien, 2005). De acuerdo con las estadisticas de Health-Key Data
(2002), en la Unién Europea, la marihuana fue la droga ilicita con mas alta prevalencia en
los ultimos 12 meses (1.9%, variando entre los estados miembros). La prevalencia entre los
jovenes fue aproximadamente el doble de la prevalencia registrada entre los adultos. El uso
de otras drogas adictivas fue de alrededor del 1% en la poblacion general de todos los
estados miembros, y menos del 5% entre los adultos mas jovenes. En relacion con el
alcohol, es bien sabido que su consumo es muy comun en la sociedad, y que genera
importantes costes sociosanitarios. De acuerdo con un informe de la RANDCorporation
(Horlings y Scoggins, 2006), el 85% de los europeos adultos mayores de 16 afios consumen
un poco de alcohol, mientras que un 15% podrian ser considerados como grandes bebedores.
Seglin este mismo informe, el consumo de alcohol entre la poblacidon general varia entre los
estados: el 51% de los irlandeses son bebedores regulares de alcohol, seguidos por el 44%
de los ingleses y el 43% de los daneses. El promedio en la Union Europea es del 25%,
mientras que los italianos tienen la tasa mas baja con solo un 12%. Seglin datos del Gltimo
informe del Observatorio Espafiol sobre Drogas (2010), aproximadamente un tercio de los
adultos espafioles son fumadores, la mayoria de la poblacion (84,4%) consume bebidas
alcohdlicas esporadica o habitualmente (siendo frecuentes los episodios de intoxicacion
etilica aguda entre los jovenes), la prevalencia anual de consumo de cocaina en estudiantes
se situd en el 7,2% en 2004, y el consumo habitual (e incluso diario) de cannabis esta
bastante extendido en la poblacion espafiola. En la Unidon Europea el alcohol es el tercer
factor de riesgo responsable de contraer enfermedades después del tabaco y la obesidad, y se
relaciona con el 11% de los casos de muerte prematura en hombres. En este contexto,
establecer los mecanismos que determinan la conducta adictiva constituye un paso crucial en
el disefio de nuevas intervenciones preventivas en la comunidad que reduzcan el impacto de

este problema social y médico.



A pesar de estos datos epidemiologicos, se sabe que so6lo un porcentaje reducido de
los individuos que tienen experiencia con sustancias con potencial adictivo desarrollan un
trastorno de dependencia de acuerdo con los criterios del DSM-IV previamente comentados
(Anthony et al., 1994). En efecto, numerosos estudios ponen de manifiesto, por ejemplo,
que el porcentaje de adiccion a una droga de abuso, de entre las personas que la han probado
alguna vez, aumenta en el orden siguiente: alcohol (12%), cocaina (35%), cannabis (36%),
opidceos (43%) y tabaco (50%), siendo esta ultima la sustancia con mas potencial adictivo
(Ellenbroek et al., 2005; LeMoal y Koob, 2007). Estos datos justifican la necesidad de
identificar los factores que determinan que ciertos individuos tengan una mayor
susceptibilidad o vulnerabilidad a desarrollar un trastorno por abuso de sustancias (Kreek,
Nielsen, Butelman y LaForge, 2005). Estos factores han sido analizados con detalle en las
ultimas décadas desde una perspectiva psicobiologica, que considera que la evolucion de
esta compleja neuropatologia se manifiesta a través de la aparicion de sintomas que van
modificandose a lo largo del tiempo, y que expresan los cambios adaptativos que acontecen
en el sistema nervioso central como consecuencia del consumo continuado de sustancias de
abuso (McLellan, Lewis, O’Brien y Kleber, 2000).

Un efecto comun a todas las drogas de abuso es su capacidad para producir
sentimientos de euforia y bienestar, y para disminuir los estados negativos. Estos efectos se
originan en el mesencéfalo y proyectan a la base del prosencéfalo, formando un circuito
conocido como sistema de recompensa cerebral. En efecto, aunque las drogas de las que los
humanos abusan difieren en su perfil farmacoldgico, todas ellas aumentan, en cierta medida,
los niveles de dopamina en un area del cerebro limbico, el nicleo accumbens (NAc) (Di
Chiara y Imperato, 1988; Imperato y Di Chiara, 1986; Wise, 1998). Este sistema esta
formado por dos grupos de neuronas. Un grupo se encuentra en la sustancia negra compacta
que proyecta a través de la via nigrostriatal en el cuerpo estriado dorsal. El otro grupo de
neuronas se encuentra en el area tegmental ventral (ATV) y proyecta a través de las vias
mesolimbica y mesocortical. La via mesolimbica alcanza el NAc y la amigdala, y la via
mesocortical llega a la corteza prefrontal. E1 NAc se subdivide en dos regiones: la cubierta
(shell) medial y el nacleo (core) lateral. El ntcleo shell suele incluirse en una division del
sistema nervioso conocida como amigdala extendida, que ha sido considerada mas
recientemente como el sustrato neuroanatoémico comun sobre el que actian todas las
sustancias adictivas. La amigdala extendida incluye la subregion shell del NAc, el nucleo
del lecho de la estria terminal, el nicleo central de la amigdala y la sustancia innominada

sublenticular, estando conectada con regiones cerebrales que tienen un papel fundamental en



la regulacion de procesos emocionales y motivacionales, como el hipocampo, la amigdala,
el nucleo dorsomedial del tdlamo, el palido ventral y el hipotdlamo lateral (Koob et al.,
2004). Una representacion esquematica de los principales haces dopaminérgicos se muestra

en la Figura 1.

Figura 1. Los sistemas de neurotransmisores implicados en las vias de recompensa y reforzamiento positivo de
diversas drogas de abuso. El sistema dopaminérgico mesolimbico se origina en el grupo de células en el area
tegmental ventral (ATV) y proyecta hacia el NAcc, el tubérculo olfatorio (TO), la corteza frontal (CF) y la
parte ventral del caudado-putamen (CP). Neuronas serotoninérgicas en los ntcleos de rafé (R) proyectan hacia
el ATV. El sistema opioide endoeno incluye circuitos encefalinérgicos locales (segmentos cortos) y el circuito
endorfinérgico hipotaldmico del cerebro medio (segmento largo) representa las vias aferentes del sistema
limbico al NAcc y las vias eferentes del NAcc probablemente implicadas en la recompensa de las drogas de
abuso. AMG amigdala, C cerebelo, CA comisura anterior, H hipocampo, HL hipotalamo lateral, LC locus
coereleus, PV pallidum ventral, SGP substantia gris periacueductal, SNr sustantia nigra pars reticulata, TDM
talamo dorsomedial. Modificado de Koob y Volkov (2010).

La dopamina es un neurotransmisor modulador que regula la respuesta de las
neuronas del glutamato y el GABA, principales neurotransmisores excitatorio e inhibitorio,
respectivamente (Nicola y Deadwyler, 2000; West, Floresco, Charara, Rosenkranz y Grace,
2003). En el NAc, la dopamina media la saliencia de los incentivos y el aprendizaje mediado
por recompensas (Berke y Hyman, 2000; Berridge y Robinson, 2003). La corteza prefrontal,
por su parte, modula procesos cognitivos relacionados con la conducta orientada a metas
(Tzschentke, 2001). El impacto hedoénico de la recompensa depende no so6lo de la dopamina,
sino también de otros sistemas neuroquimicos con los que ésta interacciona, entre los que

destaca el opioide (Glass, Billington y Levine, 1999; Kelley et al, 2002).



La activacion de este circuito a través de una determinada conducta (en nuestro caso,
el consumo de una sustancia adictiva) aumenta la probabilidad de que dicha conducta vuelva
a emitirse, por lo que las drogas de abuso actian como potentes reforzadores debido a su
capacidad para activar el circuito de la recompensa. Este mecanismo de reforzamiento con
base neurobioldgica es fundamental para la supervivencia, el aprendizaje y la adaptacion, y
estd implicado en la regulacion de conductas motivadas como la ingesta de agua, comida o
la respuesta sexual. En este sentido, se ha hipotetizado que nuestro sistema de recompensa
cerebral esta controlado por algo parecido a un “termostato” que asegura el mantenimiento
de un punto de equilibrio en el sistema para garantizar su correcto funcionamiento. El
consumo repetido de drogas de abuso podria alterar este mecanismo regulador, de modo que
el reforzamiento iria creciendo progresivamente a través del tiempo y el consumo cronico
hasta acabar por reducir el repertorio conductual del individuo. En este sentido, algunos
autores consideran que las drogas de abuso crearian una sefal en el cerebro que indica,
falsamente, la llegada de un beneficio adaptativo, una sefial que provoca un aumento de la
frecuencia del consumo desplazando a otras conductas adaptativas fundamentales para la
supervivencia (Koob et al., 2004). En este contexto, existen tres enfoques principales o
formas de pensar para tratar de explicar en términos neuronales el desarrollo y
mantenimiento de la adiccion, una vez que las personas han empezado a consumir drogas.

1

Por lo general se conocen como "sensibilizacion al incentivo", "alostasis hedonica" y
"teorias de formacion de habito". Las dos primeras teorias se basan en los cambios que
acontecen en los sistemas motivacionales o afectivos del cerebro inducidos por las drogas.
La ultima se basa principalmente en la automatizaciéon del comportamiento que es
consecuencia de su consumo cronico. En la Figura 2 esta esquematizado el proceso de las
adaptaciones que tienen lugar en diferentes sistemas neuronales. Cada teoria explica
parcialmente el fenémeno de la adicciobn y podrian ser vistas, por tanto, como
complementarias, tal vez como explicativas de las diferentes etapas que caracterizan el
desarrollo de los trastornos adictivos.

La teoria de sensibilizacion al incentivo postula que, cuando se administran
cronicamente drogas de abuso, se induce un aumento de la capacidad de respuesta (o
sensibilizacién) en los mecanismos dopaminérgicos que median el valor de incentivo que
tiene bien la propia droga, o bien estimulos relacionados con la misma. Esta respuesta
aumentada de la dopamina explicaria el deseo (craving) que muestran muchos adictos por

repetir la experiencia, su dificultad de mantener la abstinencia y las frecuentes recaidas

(Robinson y Berridge, 1993, 2001).
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Figura 2. Las regiones cerebrales implicadas con el consumo de sustancias adictivas, son, esencialmente, el
cortex prefrontal (CPF), la amigdala y el nticleo acumbens (NAc). Una de las subregiones de esta estructura, el
“core”, es el que estd conectado con la amigdala y el CPF. Las conexiones entre los dos primeros y el NAc
“core” son cruciales en el establecimiento de conexiones estimulo-recompensa. Estas estructuras reciben
también proyecciones dopaminérgicas procedentes del Area tegmental ventral (ATV) vy, a su vez, se proyecta
sobre el NAc, relacionando asi un determinado contexto con su valor como reforzador o motivador. En
humanos seria el equivalente a desencadenar el deseo de consumo, que es el preambulo de la busqueda de la
droga y posterior consumo o recaida. Figura adaptada de Roncero, 2012.

Por su parte, los modelos basados en alostasis hedonica postulan que el consumo de
drogas de abuso provoca la aparicion de los mecanismos de compensacion opuestos a los
efectos de las mismas, lo que conduce a un estado de alostasis que se caracteriza por un
cerebro que es menos sensible a la recompensa. En esta situacion, los individuos consumen
una y otra vez estas sustancias, en dosis crecientes, en un intento por compensar este estado
afectivo negativo (Koob et al/, 2004; Koob y Le Moal, 1997).

Paralelamente, algunas teorias postulan que la adicciéon a las drogas puede ser
entendida como un trastorno patoldgico relacionado con mecanismos de aprendizaje y
procesos de memoria, unos mecanismos que estarian alterados en los adictos debido al
impacto motivacional que para ellos tendrian las sustancias de abuso y sus estimulos
asociados. Ello conduciria a la formacion de hébitos que determinarian la pérdida de control
y el consumo compulsivo de las drogas (Everitt y Robbins, 2005; Robbins y Everitt, 1999;
Tiffany, 1990).

En definitiva, la adiccioén es probablemente el resultado de los cambios bioquimicos
y neurobiologicos producidos por estados de excitacion extrema provenientes de conductas
de estimulacion que afectan a diversas vias dopaminérgicas que son claves en el desarrollo

de la conducta adictiva. Algunos autores han postulado que las adaptaciones en estos



circuitos dopaminérgicos hacen al adicto mas sensible al efecto reforzante de las drogas de
abuso, y menos sensible a los aumentos fisiologicos producidos por los reforzadores
naturales como la comida y el sexo. Tales adaptaciones tienen lugar tanto en la fisiologia
celular como morfologico, constituyendo el substrato neurobiologico de los fendmenos

adictivos (Volkow y Li, 2004).

1.2.- FACTORES DE VULNERABILIDAD EN LA ADICCION: GENES, RASGOS DE
PERSONALIDAD Y EXPERIENCIAS AMBIENTALES

Una de las cuestiones que cobra especial relevancia en el ambito de la drogadiccion
hace referencia a por qué, tras consumir una sustancia psicoactiva, ciertas personas se
vuelven adictas a la misma y otras no, una afirmaciéon que viene avalada por numerosos
datos epidemiologicos (Ellenbroek et al., 2005). El estudio cientifico de esta cuestion ha
encontrado en la investigacion animal una herramienta de valor incalculable, permitiendo
estudiar sistematicamente los mecanismos psicobiologicos y determinantes genéticos que
subyacen al consumo de sustancias psicoactivas (Driscoll, Fernandez-Teruel, Corda, Giorgi
y Steimer, 2009) y extrapolar con gran €xito sus resultados al campo de la comprension, la
prevencion y el tratamiento de la adiccion humana (Carroll, Anker y Perry, 2009). Entre los
resultados mas relevantes aportados por este y otros enfoques cientificos relacionados se
destacan a continuacion los que tienen una especial relevancia para la presente Tesis
Doctoral.

En primer lugar, se sabe desde hace décadas que la adiccion es un trastorno
hereditario con una clara determinacién genética. La mayor parte de la investigacion
realizada en este campo se ha llevado a cabo en relacidon con el alcoholismo, centrandose en
el estudio de la historia familiar, la comparacion entre gemelos monocigdticos vs.
dicigdticos o en estudios de adopcion, estimandose la heredabilidad para el abuso de drogas
en torno a un 45% (Ellenbroek et al., 2005). A pesar de esta evidencia, la identificacion de
algunos de los genes implicados en la conducta adictiva ha sido una tarea ardua con
resultados a menudo inconsistentes. En cualquier caso, muchos de los genes identificados
parecen estar relacionados con el funcionamiento de sistemas neurales y vias neuroquimicas
intimamente relacionados con los mecanismos de acciéon de las drogas de abuso, como
dopamina, serotonina, glutamato, opioides o glucocorticoides, entre otros (Ellenbroek et al.,
2005; Kabbaj et al., 2004). Con respecto a la dopamina, diversos aspectos de la adiccion se

han relacionado con diferencias genéticas en la sintesis, recaptacion y metabolismo de este



neurotransmisor, asi como en la expresion de diversos receptores dopaminérgicos. Destacan
en este contexto la asociacion hallada entre el alelo Taql Al del receptor D, de dopamina y
alcoholismo, tabaquismo y adiccién a cocaina (Noble, 2000), asi como entre polimorfismos
en el receptor Dy y diversos trastornos por abuso de sustancias, incluyendo el consumo de
heroina (Comings, et al., 1999; McBride, Murphy, Lumeng y Li, 1990).

En relacion con el GABA, se sabe que el alcohol y las benzodiacepinas son capaces
de actuar sobre el receptor GABA-A, facilitando el efecto inhibidor de este neurotransmisor
a través del aumento en la frecuencia de apertura de los canales de cloro (Fernandez-Teruel,
2008). En este contexto, se ha descrito que las variaciones en la respuesta al alcohol en
humanos pueden tener un componente genético y estar mediadas por diferencias genéticas
en dicho receptor (la region 02 del mismo se ha localizado en el cromosoma 4, mientras que
la a6 se ha situado en el cromosoma 5; Goldman, Oroszi y Ducci, 2005).

Otros genes de los que hay datos sefialando su posible papel en la génesis de las
adicciones son los ligados a factores neurotroficos como el factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF) y el factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF). Asi, los ratones
knockout de BDNF muestran una respuesta reducida a opiaceos y cocaina, mientras que los
knockout de GDNF presentan, por el contrario, una respuesta aumentada. Variaciones
genéticas en receptores serotoninérgicos como el receptor de serotonina 5-HTg y el
transportador de serotonina también han sido relacionados con las adicciones en algunos
estudios, asi como el neuropétido Y (NPY), el transportador prolinacisteina, y factores de
transcripcion como AFosB y CREB (véase Li et al., 2008, para revision).

Aunque aun se conocen poco los procesos moleculares que determinan el modo en
que estos y otros genes modulan el funcionamiento cerebral y la mayor susceptibilidad de
ciertos sujetos al efecto de las drogas de abuso, los estudios mas recientes sugieren que estas
sustancias pueden alterar de forma permanente el funcionamiento de vias neuronales
relacionadas con procesos de sefializacion intracelular, plasticidad cerebral, crecimiento
axonal, neuroproteccion y apoptosis (véase Briand y Blendy, 2009; Nestler, 2004; Pollock,
2002, para revision).

La herencia genética no s6lo contribuye a aumentar el riesgo de desarrollar un
cuadro adictivo en determinados individuos, sino que también parece determinar ciertos
caracteres temperamentales o rasgos de personalidad intimamente relacionados con esta
patologia. Estos rasgos se manifiestan como un patrén conductual especifico que difiere de
un individuo a otro, y que se mantiene estable en un mismo organismo a lo largo del tiempo

y a través de las situaciones (Pawlak, Ho y Schwarting, 2008). Los modelos actuales de la



personalidad estan definidos por alguno de los vectores bésicos o dimensiones del
comportamiento que describen la personalidad de un individuo, abarcando la rica
complejidad del temperamento humano (Cloninger y Svrakic, 1998; Eysenck y Levey,
1967; Gray y McNaughton, 2000; Zuckerman, 1993). La terminologia para abordar las
dimensiones de la personalidad y las fronteras entre estas dimensiones varian dependiendo
del modelo, si bien todos ellos destacan la busqueda de novedad -o la busqueda de
sensaciones- como factor relacionado de manera consistente con el inicio, consumo
ocasional y uso regular de sustancias de abuso (véase Dawe y Loxton, 2004; Kreek et al.,
2005, para revision). Zuckerman (1994a, 1994b) defini6 los conceptos de impulsividad y
busqueda de sensaciones y los combind en un rasgo superior al que denomind sensation
seeking, caracterizado por la busqueda de sensaciones variadas, novedosas, complejas e
intensas, y por la frecuente aparicion de problemas de indole social, legal y financiera
debido a la busqueda y preferencia por tales experiencias. Por su parte, la impulsividad es la
tendencia a responder rapidamente a las sefiales de recompensa potencial sin planificacion o
deliberacion previa, o sin tener en cuenta el castigo potencial o la pérdida de recompensa
que puede conllevar esta respuesta inmediata.

Los animales inferiores también parecen mostrar diferencias importantes en su
reactividad ante situaciones novedosas, una conducta que se estudia registrando la cantidad
de actividad locomotora y exploratoria que muestra un animal cuando es expuesto a un
ambiente novedoso (Ballaz, 2009), por lo que este aspecto del temperamento humano y su
relacion con la conducta adictiva puede ser estudiado sistematicamente en especies
inferiores (Bardo, Donohew y Harrington, 1996; Zuckerman, 1996). Los animales que
muestran alta respuesta a la novedad tienden también a la mayor auto-administracion de
drogas de abuso (Piazza, Deminiere, Le Moal y Simon, 1989) y presentan mayores niveles
de dopamina en el NAc, tanto en condiciones basales (Hooks, Colvin, Juncos y Justice,
1992), como en respuesta a situaciones nuevas o estresantes (Rouge-Pont, Piazza,
Kharouby, Le Moal y Simon, 1993). De hecho, se ha sugerido que la biisqueda de novedad
estd influida igualmente por la reactividad del sistema mesolimbico dopaminérgico,
compartiendo ambos comportamientos un sustrato neurobioldgico comun (Bardo et al,
1996; Zuckerman, 1996). Del mismo modo, las diferencias estables que se observan entre
cepas puras y entre subespecies en relacion con la conducta exploratoria sugieren un control
genético de este rasgo (Henderson, 1967), de modo comparable al observado en relacion con

la conducta adictiva.
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Los factores de riesgo descritos hasta el momento constituyen determinantes
enddgenos o genéticos que describen caracteristicas heredadas que hacen a los individuos
que las poseen mas vulnerables a desarrollar conductas adictivas cuando tienen contacto con
las drogas de abuso. Sin embargo, no debe olvidarse que a menudo las experiencias
ambientales a las que se ve expuesto un individuo a lo largo de su vida también pueden
contribuir de forma muy importante al desarrollo de esta patologia. Las experiencias de
estrés en la edad adulta parecen ser especialmente relevantes en este sentido, definiendo
como estrés la respuesta conductual y fisiologica que despliega un organismo para afrontar
situaciones que ponen en peligro su equilibrio homeostatico (Burchfield, 1979). Se sabe, asi,
que ciertas personas consumen drogas con el objetivo de mejorar sus estrategias de
afrontamiento ante ciertas situaciones amenazantes, y/o para reducir estados emocionales
aversivos inducidos por las mismas (LeMoal y Koob, 2007). Entre las experiencias
ambientales mas estudiadas en el ser humano destacan numerosos acontecimientos vitales
estresantes, tales como conflictos familiares, maltrato, fracaso escolar, problemas laborales,
cambios en las condiciones de vida, muerte de un ser querido, experiencias traumaticas
relacionadas con catastrofes naturales o conflictos bélicos, etc. Muchos de estos
acontecimientos parecen contribuir al consumo de sustancias como cannabis, cocaina y
alcohol, tal y como sugieren numerosos estudios correlacionales realizados con seres
humanos (Clark, Masson, Delucchi, Hall y Sees, 2001; El-Shikh, Fahmy, Michael y
Mosehly, 2004; Hayaki, Stein, Lassor Herman y Anderson, 2005; Hyman y Sinha, 2009;
Waldrop et al., 2007). En el laboratorio es posible manipular experimentalmente las
experiencias estresantes y analizar su impacto en la conducta de consumo de los animales,
recurriendo a situaciones como aislamiento impredecible (Nufiez et al., 2002), amenaza
social (Kabbaj et al., 2004), cambios en las condiciones de iluminacion (Ellenbroek et al.,
2005), o exposicion a estimulos dolorosos (véase Goeders, 2003; Lu, Shepard, Hall y
Shaham, 2003, para revision), entre otras manipulaciones. Los resultados aportados por este
tipo de estudios reflejan la importancia que ciertas experiencias ambientales podrian tener
como factores precipitantes del consumo en individuos genética y temperamentalmente
vulnerables, poniendo de manifiesto la complejidad del fendmeno adictivo.

A pesar de la evidente utilidad que tienen los modelos animales para estudiar
sistematicamente la influencia de factores ambientales sobre el consumo de drogas de abuso,
es evidente también que estos modelos presentan limitaciones importantes, dado que la
naturaleza de los estimulos estresantes que se utilizan en el laboratorio tiene poco que ver

con las experiencias vitales a las que un ser humano debe enfrentarse a lo largo de su vida.
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En efecto, muchas de estas experiencias constituyen eventos relacionados de un modo u otro
con la pérdida inesperada de fuentes de reforzamiento significativas para el individuo, y
constituyen una de las principales fuentes de estrés emocional y de conflicto a las que se
enfrenta el ser humano a lo largo de su vida (Cochrane y Robertson, 1973; Papini, Wood,
Daniel y Norris, 2006). En efecto, en numerosos estudios clinicos que se interesan por
identificar y ordenar la intensidad de los eventos vitales estresantes que afectan a la
poblacion general, aparecen con frecuencia sucesos que implican de un modo u otro la
pérdida o devaluacion de reforzadores significativos para el individuo, tales como la muerte
de un ser querido, la enfermedad, el desempleo, o la disminucién del salario (Scully, Tosi y
Banning, 2000). Estos acontecimientos vitales pueden desencadenar desequilibrios
conductuales, fisiologicos y hormonales importantes, siendo el origen de alteraciones
psicofisioldgicas como el trastorno por estrés postraumatico o los trastornos por abuso de
sustancias, entre otros (Kamenetzky et al., 2009; Papini et al., 2006).

En animales, por el contrario, suele recurrirse a la presentacion de estimulos
aversivos a menudo incontrolables y/o dolorosos para analizar en qué medida esta
experiencia afecta al consumo de drogas. Sin embargo, el impacto que tienen las
experiencias de pérdida sobre dicho consumo no ha sido explorado detalladamente en
especies inferiores hasta el momento, y los pocos resultados realizados al respecto arrojan
resultados decepcionantes (véase Mustaca y Kamenetzky, 2006, para revision).

La importancia de esta cuestion se asienta en las numerosas evidencias de laboratorio
que indican que la devaluacion inesperada en la calidad o cantidad de un reforzador
apetitivo desencadena un estado fisioldgico, cognitivo y comportamental caracteristico que
algunos autores denominan frustracion (Amsel, 1992). La frustracion, por tanto, se define
como un estado emocional aversivo provocado por la omision o disminucién de la cantidad
o calidad de un reforzador apetitivo en presencia de una expectativa de recompensas o de
reforzadores de mayor magnitud. Este estado involucra mecanismos emocionales semejantes
a los inducidos por la presentacion de estimulos aversivos, desencadenando respuestas
andlogas al estrés a través de la activacion de circuitos cerebrales vinculados con el miedo y
la ansiedad (Gray y McNaughton, 2000; Papini y Dudley, 1997). Esta hipdtesis ha sido
apoyada por numerosos estudios experimentales, los cuales utilizan paradigmas conocidos
como “modelos animales de pérdida de recompensa o de frustracidon”, que consisten en
situaciones experimentales en las que los animales son expuestos a la devaluacion subita e
inesperada en la calidad o cantidad de un reforzador apetitivo, en presencia de sefales

previamente asociadas con un reforzador de mayor magnitud (Amsel, 1992, 1994; Papini,
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2006). Se incluyen bajo esta denominacion fenomenos de aprendizaje como el CSN y la
extincion, asi como otros efectos relacionados con la resistencia o persistencia conductual
que se observa cuando el sujeto es expuesto a condiciones experimentales en las que se
combina la presentacion y la omision del reforzador (reforzamiento parcial; Cuenya,
Fosacheca, Mustaca y Kamenetzky, 2011).

Estos fendomenos paraddjicos del aprendizaje han sido analizados desde diferentes
perspectivas teodricas, la mayoria de las cuales defienden su naturaleza emocional (Amsel,
1992, 1994; Flaherty, 1996; Norris, Daniel y Papini, 2008; Papini 2003, 2006, 2009). En
este contexto tedrico, se asume que la pérdida inesperada de un reforzador constituye un
suceso aversivo para el animal capaz de provocar reacciones emocionales negativas que
comparten similitudes con las inducidas por otros eventos estresantes, como el castigo o la
exposicion a una situacion novedosa (Dantzer, 1987). Este supuesto ha sido respaldado por
una gran variedad de datos experimentales de indole conductual, neuroendocrina,
farmacoldgica, neuroanatomica y psicogenética, que evidencian las relaciones entre la
frustracion (o dolor psicolégico), el dolor fisico y la ansiedad (Cuenya et al., 2011; Cuenya,
Kamenetzky y Mustaca, 2009). Por todo ello, las experiencias de pérdida podrian constituir

en animales una fuente de estrés capaz de influir en el consumo de sustancias de abuso.

1.3.- LAS RATAS ROMANAS DE ALTA Y BAJA EVITACION: UN MODELO
ANIMAL PARA EL ESTUDIO DE LA CONDUCTA ADICTIVA

Una de las estrategias de investigacion mas relevantes en el estudio de las bases
psicobiologicas de la conducta adictiva consiste en el empleo de cepas de roedores
seleccionadas y criadas en funcion de ciertas disposiciones comportamentales vinculadas
directa o indirectamente con el consumo de sustancias (véase Driscoll et al., 2009; Pawlak et
al., 2008, para revision). Esta aproximacion ha permitido desarrollar animales especialmente
vulnerables o sensibles a los efectos de las drogas de abuso, explorando asi las variables
genéticas y neurobiologicas que contribuyen a este fenotipo conductual, asi como la
interaccion entre estas variables y los determinantes ambientales a los que estos individuos
son expuestos a lo largo de su ciclo vital.

Un ejemplo de cepas de ratas desarrolladas mediante un procedimiento de seleccion
psicogenética son las ratas Romanas de Alta (RHA) y Baja (RLA) Evitacion, ambas

derivadas de la cepa Wistar. La primera informacion sobre estas estirpes aparecio en 1965,
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cuando ratas Wistar Rattus Norvegicus fueron seleccionadas sobre la base de su alta (RHA)
o baja (RLA) capacidad para adquirir la respuesta de evitacion activa en dos sentidos
(Bignami, 1965). Estas sublineas se establecieron en Suiza, donde se mantiene la cria
selectiva continua desde 1972 de las ratas RHA/Verh y RLA/Verh (Driscoll y Béttig, 1982).
En el afo 1993 se inicid un programa de endogamia en el Animalario de la Unidad de
Psicologia Médica de la Universidad Autonoma de Barcelona, dando lugar a una colonia
consanguinea (ratas RHA-I y RLA-I) que se mantiene en la actualidad (Driscoll et al, 1998;
Escorihuela et al, 1999).

Numerosas evidencias experimentales sugieren que la capacidad para adquirir la
respuesta de evitacion activa en dos sentidos estd inversamente relacionada con los niveles
de miedo, ansiedad o reactividad emocional de los animales, por lo que se considera que
estas cepas muestran diferencias extremas en relacion con este rasgo comportamental
(Fernandez-Teruel et al.,, 1991), siendo bajo en la cepa RHA y alto en la RLA (Fernandez-
Teruel y Escorihuela, 1997; Steimer y Driscoll, 2003). Prueba de ello es que las ratas RLA
muestran una respuesta de ansiedad mds marcada cuando son expuestas a una amplia
variedad de pruebas relacionadas con conflicto, novedad o exposiciéon a estimulos que
provocan miedo innato. Por ejemplo, se ha observado en las ratas RLA una supresion
comportamental en el test de conflicto de Vogel que no aparece en ratas RHA (Ferré ef al.,
1995). Estas diferencias comportamentales se han encontrado, asimismo, cuando los
animales son expuestos a tareas relacionadas con novedad y exploracion, como el campo
abierto (Fernandez-Teruel et al., 1992), el Hole-Board (Fernandez-Teruel, Escorihuela,
Driscoll, Tobena y Batting, 1994), o el test de luz/oscuridad (Steimer y Driscoll, 2003),
donde se registra un mayor tiempo de inmovilizacion (freezing), mas defecaciones
(Fernandez-Teruel y Escorihuela, 1997), y una mayor reactividad neuroendorina en la cepa
RLA (Steimer y Driscoll, 2003 Steimer, la Fleur y Schulz, 1997). De la misma manera, las
ratas RLA y RHA muestran un patréon comportamental diferente cuando son expuestas a
estimulos de miedo incondicionados (Lopez-Aumatell er al., 2009) o condicionados
(Aguilar et al, 2003). No obstante, existen resultados contradictorios cuando se emplean
otros test de ansiedad, como el laberinto elevado o el test de movilidad (véase Escorihuela et
al., 1999, para revision).

Por el contrario, las ratas RHA muestran un comportamiento mas activo que las ratas
RLA en estos paradigmas comportamentales, como el campo abierto, el plus- maze, la tabla
de agujeros o la caja de actividad (Escorihuela et al., 1999; Fernandez-Teruel et al., 1997b;

Fernandez-Teruel et al, 2002a; Giménez-Llort et al., 2005; Guitart-Massip et al., 2006a).
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Asimismo, cuando los animales son expuestos a una fuente de presion en la cola, la cepa
RHA muestran intentos mas fuertes y duraderos por eliminar activamente la fuente de
presion que las ratas RLA (Giorgi, Lecca, Piras, Driscoll y Corda, 2003a).

Las diferencias comportamentales existentes entre estas cepas en relacion con su
reactividad emocional han sido puestas de manifiesto recientemente en relacion con
situaciones vinculadas con pérdida de reforzamiento y frustracion, lo que tiene una especial
relevancia para la presente Tesis Doctoral.

En primer lugar, se ha comprobado que las ratas Romanas hembra RHA-I y RLA-I
reaccionan de forma diferente cuando son expuestas a una tarea de evitacion en un sélo
sentido en la que se induce un efecto de CSN al reducir inesperadamente el tiempo de
permanencia en el compartimento de seguridad (asociado con la ausencia de descarga
eléctrica), ya que solo la cepa RLA-I mostr6 dicho efecto de contraste, que se manifestd
mediante el deterioro transitorio en la ejecucion de la respuesta de evitacion (Torres et al.,
2005a).

En segundo lugar, estos animales también muestran diferencias conductuales cuando
son expuestos a una tarea de aprendizaje instrumental apetitivo en la que el efecto de
contraste se induce mediante la reducciéon en la magnitud de un reforzador apetitivo
esperado (de 12 pellets a 2 pellets), presentado en el compartimento meta de un laberinto
recto. Esta reduccion provoca la aparicion del efecto de contraste en la cepa RLA-I, el cual
no se observa en la cepa RHA-I (Rosas et al., 2007).

En tercer lugar, se ha comprobado que las diferencias que aparecen entre estas cepas
en situaciones de contraste instrumental también aparecen tras la omision completa del
reforzador, es decir, en condiciones de extincion. En este sentido, las ratas hembra RHA-I
muestran una mayor resistencia a la extincion que las RLA-I, un resultado que también
podria explicarse por la aparicion de respuestas de frustracion mas marcadas en esta ultima,
las cuales serian incompatibles con la ejecucion de la respuesta previamente aprendida
durante la fase de adquisicion (Gomez et al., 2009). No obstante, las diferencias de cepa en
la tasa de extincién se anulan cuando se utiliza un programa de reforzamiento parcial
durante la fase de adquisicion, observandose un aumento en la resistencia a la extincion
(efecto del reforzamiento parcial en la extincién) s6lo en la cepa RLA-I (Gémez et al.,
2008). Este fenomeno de persistencia comportamental que se observa tras experiencias de
reforzamiento parcial también se manifiesta en situaciones de contraste, dado que dicho
fendémeno no fue observado en ratas macho RLA-I sometidas previamente a dicha

experiencia de reforzamiento parcial (Cuenya et al., 2012).
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Finalmente, las diferencias de cepa descritas en tareas instrumentales también se
hacen evidentes en tareas consumatorias, mostrando la cepa RLA-I una tasa de recuperacion
del contraste consumatorio mas lenta en comparacion con la RHA-I cuando se utilizan
concentraciones de sacarosa del 22% en la fase de precambio y del 4% en la de postcambio
(Gomez et al., 2009).

Por su parte, las ratas RHA muestran menores indices de ansiedad ante situaciones
novedosas, asi como una mayor tendencia a la busqueda de sensaciones y la impulsividad
(Fattore, Piras, Corda y Giorgi, 2009; Giorgi, Piras y Corda, 2007; Steimer y Driscoll, 2003,
2005). Asi, durante la adquisicion de una respuesta instrumental en condiciones de
reforzamiento diferencial de tasas bajas (DRL-20), la cepa RHA muestra una mayor
tendencia a la impulsividad, dada su pobre capacidad para inhibir conductas irrelevantes
(Zeier, Baetting y Driscoll, 1978). Asimismo, la cepa RHA presenta una amplitud
aumentada en el componente P1 de los potenciales evocados visuales que se registran en
respuesta a la presentacion de flashes de luz de intensidad creciente (Siegel, 1997, Siegel,
Sisson y Driscoll, 1993), un resultado comparable al observado en seres humanos con altas
puntuaciones en el rasgo de personalidad de busqueda de sensaciones (Zuckerman, 1974).
Mais aun, estudios recientes llevados a cabo con la variedad consanguinea indican que
cuando estas cepas son expuestas a tareas que miden impulsividad (como la polidipsia
inducida por programa, la tarea de descuento por demora o la tarea de tiempo de reaccion
serial con 5-elecciones), la cepa RHA-I muestra mayores indices de impulsividad que la
RLA-I, ingiriendo una mayor cantidad de agua, eligiendo un mayor nimero de veces la
recompensa inmediata en lugar de la demorada y mostrando un control inhibitorio deficiente
(Moreno et al., 2010). Por ultimo, las ratas RHA muestran una preferencia mayor por las
sustancias gratificantes -como sacarina y etanol- e incluso por aversivas -como quinina-
(Driscoll, Cohen, Fackelman y Bittig, 1990; Fernandez-Teruel, Driscoll et al, 2002;
Razafimanalina, Mormede y Velley, 1996), siendo mas proclives a autoadministrarse
sustancias de abuso como cocaina, anfetamina y morfina (Gorgi y Corda, 2007).

Los rasgos conductuales divergentes que caracterizan a las ratas RHA y RLA
podrian estar relacionados con las diferencias neuroanatdmicasy funcionales que se han
hallado entre las cepas en estructuras cerebrales relacionadas con emocidén y motivacion,
como la amigdala, el hipocampo, el NAc o la corteza prefrontal, entre otras (Driscoll ef al.,
2009; Gomez et al., 2009; Meyza, Boguszewski, Nikolaev y Zagrodzka, 2009). Estas
diferencias neuroanatomicas se acompafian de diferencias neuroquimicas que afectan a

sistemas de neurotransmision como la dopamina, la serotonina, el glutamato, el GABA y los
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neuropéptidos, entre otros (D’ Angio, Serrano, Driscoll y Scatton, 1988; Giorgi, Piras, Lecca
y Corda, 2005a; Guitart-Masip, Johansson, Fernaddez-Teruel, Tobena y Gimenez-Llort,
2008; Lecca, Piras, Driscoll, Giorgi y Corda, 2004). Asi, en 1988 D"Angio y colaboradores
realizaron un estudio en el que encontraron diferencias dopaminérgicas entre estas cepas que
podrian explicar las variaciones en emocionalidad y estilo de afrontamiento de las mismas.
En esta ocasion expusieron a los animales a distintas situaciones ambientales estresantes
(sonido fuerte, pellizco en la cola, inmovilizacion y locomocién forzada sobre un rotor) y
encontraron que la exposicion de ambas cepas a dichas situaciones produjo un incremento
de los niveles extracelulares de DA en la corteza prefrontal de las ratas RHA que no
apareci6 en las RLA (D’Angio et al., 1988). Este estudio fue replicado y ampliado
posteriormente por Giorgi y colaboradores (2003a), y en ¢l se pudo observar un incremento
en los niveles de dopamina en la corteza prefrontal medial de las ratas RHA que no aparecio
en las RLA en respuesta a la presentacion de distintos estimulos aversivos. Al parecer, estas
diferencias entre cepas en los niveles del neurotransmisor podrian estar asociadas con un
estilo de afrontamiento mas activo en las ratas RHA, asi como con una baja frecuencia de
inmovilizacion y acicalamiento en las mismas. Por el contrario, las ratas RLA muestran una
mayor liberacion de dopamina en el NAc que las ratas RHA bajo condiciones de estrés
(Giorgi et al., 2003a). En la misma linea, las ratas RHA muestran una mayor respuesta
conductual a la apomorfina (Durcan, Wraight y Fulker, 1984; Giménez-Llort, Canete,
Guitart-Masip, Fernandez-Teruel y Tobena, 2005) y a la anfetamina (Driscoll, Lieblich y
Cohen, 1986), agonistas dopaminérgicos directo e indirecto, respectivamente (Cafiete,
Guitart-Masip, Fernandez-Teruel, Tobefia y Giménez-Llort, 2003). Paralelamente, esta cepa
muestra una mayor respuesta conductual y una mayor liberacion de dopamina en el NAc en
respuesta a la administracion de la anfetamina, cocaina, morfina y etanol (Corda, Lecca,
Piras, Viola y Giorgi, 2001; Giorgi et al, 1997; Lecca et al., 2004). La respuesta
dopaminérgica inducida por estas drogas estd mas acentuada en el NAc shell en
comparacion con la division core en la cepa RHA, mientras que no se hallan diferencias
entre las subregiones del NAc en la cepa RLA (Corda, Lecca, Piras, Di Chiara y Giorgi,
1997; Lecca et al., 2004). Como se ha comentado previamente, la liberaciéon de dopamina en
el NAc constituye el sustrato neuronal comin responsable del efecto reforzante de todas las
drogas de abuso (Di Chiara y Imperato, 1988; Imperato y Di Chiara, 1986), estando también
implicada en las diferencias individuales en las conductas de busqueda/preferencia por

novedad (Bardo et al., 1996). Por consiguiente, esta mayor capacidad de respuesta del
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sistema dopaminérgico mesoaccumbal en las ratas RHA podria ser la base de su perfil
comportamental caracteristico y diferenciado de la cepa RLA.

Por otro lado, se han realizado estudios dirigidos a comparar la actividad de este
neurotransmisor en relaciéon con el GABA. Los resultados encontrados indican, por un lado,
la existencia de un menor efecto de la accion del GABA sobre el canal de CI” en la corteza
cerebral de las ratas RLA en comparacion con las RHA y, por otro lado, una menor densidad
de receptores D; en el NAc de las ratas RLA frente a las RHA. En este mismo sentido,
estudios realizados recientemente han hallado un mayor niamero de receptores D; y D3 en el
NAc de las ratas RHA frente a las RLA, mientras que no se describen diferencias
significativas con respecto al receptor D, (Guitart-Masip, Johansson et al., 2006).

Con respecto al neurotransmisor serotoninérgico, Giorgi, Piras et al, (2003)
observaron que la administracion sistémica de clorimipramina y fluoxetina (inhibidores de
la recaptacion de serotonina) produjo un incremento en los niveles corticales de 5-HT en las
ratas RHA que no aparecid en las RLA. Igualmente, en las principales regiones cerebrales
que reciben proyecciones serotoninérgicas desde el rafé magnus, se ha encontrado una
mayor densidad de conexiones serotoninérgicas en las ratas RHA frente a las RLA. Estos
hallazgos indican, por tanto, que la sefial serotoninérgica que viaja desde el rafé magnus
hasta el cortex frontoparietal es mayor en las primeras que en las ultimas (Giorgi, Piras et
al., 2003).

Asimismo, estudios llevados a cabo en el hipocampo sugieren que las ratas RLA
poseen una mayor actividad colinérgica en su sistema hipocampal en comparacioén con las
ratas RHA. Estas diferencias en actividad colinérgica no parecen deberse a diferencias en el
nimero de receptores muscarinicos del hipocampo, sino a una severa deficiencia de
fosfolipasa C-f en el hipocampo de las ratas RHA relacionada con una menor expresion de
esta enzima (Sallés er al., 2001). Estas divergencias podrian explicar, entre otras, las
diferencias observadas entre estas cepas en tareas relacionadas con memoria de trabajo y
aprendizaje asociativo, como el condicionamiento clésico de miedo (Escorihuela et al.,
1997), la respuesta de sobresalto potenciado por miedo (Lopez-Aumatel et al, 2009), la
aversion condicionada al sabor (Martin y Béettig, 1980), la prueba de emparejamiento a un
lugar llevada a cabo en la piscina de Morris (Aguilar et al., 2002), o el aprendizaje en un
laberinto hexagonal (Fernandez-Teruel ef al., 1994).

Por otro lado, en los ultimos afios se han realizado estudios en los que aparecen
diferencias de cepa en neuropéptidos que podrian estar asociadas con una mayor preferencia

por ciertas drogas de abuso en las ratas RHA frente a las RLA. Asi, por medio de la técnica
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de hibridacion in situ, se han encontrado, por un lado, elevados niveles de dinorfinas en el
NAc ventromedial y, por otro, mayores niveles de encefalinas en el cortex cingulado de las
ratas RHA frente a las RLA. Sin embargo, estas ultimas mostraron altos niveles en la
expresion génica de encefalinas en areas restringidas del cuerpo estriado dorsal. Estas
divergencias en la expresion génica de diferentes neuropéptidos podrian estar relacionadas
con las diferencias en la preferencia por el consumo de alcohol que muestran esta cepas
(Guitart-Masip, Gimenez-Llort et al, 2006). En una linea similar, Guitart-Masip et al.,
(2008) observaron que la exposicion de las ratas Romanas consanguineas a un programa de
administracion repetida de anfetamina seguido por una prueba (challenge) de administracion
de la sustancia tuvo efectos locomotores diferentes entre las ratas RHA-I y RLA-I, los
cuales se acompanaron de diferencias de cepa: (a) en la expresion del gen de accion
inmediata NGFI-A (zif268) en el estriado rostral dorsomedial y ventral (en RHA-I) y en la
amigdala central (en RLA-I); (b) en los niveles de expresion de proencefalina y prodinorfina
en la subdivision medial del estriado rostral, y (c) en la expresion de los marcadores de
actividad sindptica secretogranina 'y PSD-95 (este ultimo relacionado con la
neurotransmision glutamatérgica mediada por receptores AMPA) en la division core del
NAc. En opinion de los autores, estas diferencias funcionales podrian ser la base de la
vulnerabilidad diferencial de las ratas Romanas a desarrollar sensibilizacién conductual tras
la administracion repetida de psicoestimulantes (Guitart-Masip et al., 2008).

Finalmente, el desarrollo de nuevas técnicas genéticas y de analisis multivariado esta
posibilitando la identificacion de otras diferencias genéticas entre las cepas. En este
contexto, algunos investigadores han encontrado un locus (QTL) en el cromosoma 5 que
estd asociado con el aumento de la conducta de inmovilizacidon en condicionamiento cldsico
de miedo, y la disminucion de la respuesta de evitacion y de la respuesta interensayo en el
aprendizaje de evitacion activa en dos sentidos (Fernandez-Teruel, Escorihuela et al., 2002).
Dentro de este QTL se halla un gen (Mpdz) que regula la transmision GABAérgica y que se
ha relacionado con la adiccion al alcohol, particularmente con la regulacion de las respuestas
de retirada a esta sustancia de abuso (Fernandez-Teruel, Escorihuela et al, 2002;
Johannesson et al., 2009).

En esta misma linea, se han realizado estudios recientes de tecnologia microarray
que han permitido identificar, en condiciones basales, 14 genes regulados al alza y 24
regulados a la baja en la cepa RLA-I cuando se compara con la RHA-I. Estos genes estan
implicados en miltiples procesos bioldgicos (como desarrollo del sistema nervioso,

sinaptogénesis, proliferacion celular, metabolismo de las proteinas, comunicaciéon y
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transduccion celular, etc.), asi como en fenémenos conductuales relacionados con
aprendizaje, emocion y adiccion (Escarabajal ef al., 2007). De estos genes se seleccionaron
siete para su validacion mediante la técnica de transcripcion inversa de la reaccion en cadena
de la polimerasa (R7-PCR). Los resultados obtenidos mostraron que seis de los siete genes
seleccionados reflejaron la misma tendencia de expresion que los datos obtenidos con la
técnica de microarray, estando cinco de ellos relacionados con ansiedad y aprendizaje
emocional - CAMKK?2, EPXH2, PRL, CRHBP y HOMER3 - mientras que el sexto se uso
como control de la validacion del microarray -RPL6- (Sabariego et al, 2011). Estos
hallazgos han sido ampliados recientemente, encontrandose que la exposicion de estos
animales a la reduccion subita en la magnitud de una recompensa (de 12 pellets a 2 pellets)
en una tarea instrumental — laberinto recto — induce un efecto de contraste solo en la cepa
mas emocional (RLA-I), la cual muestra diferencias significativas con respecto a la cepa
menos emocional (RHA-I) en la expresion génica hipocampal de genes vinculados con
miedo en otros roedores, y con trastornos de ansiedad y diversas neuropatologias en
humanos (Cuenya et al., 2011; Gomez et al., 2012).

En definitiva, el empleo de las ratas Romanas para el estudio cientifico de la
ansiedad, la busqueda de novedad, la impulsividad y la vulnerabilidad al abuso de drogas ha
generado una ingente cantidad de trabajos de muy diversa indole que han permitido
caracterizarlas desde una perspectiva comportamental, endocrina, neuroanatémica,
neuroquimica, molecular y genética. Teniendo en cuenta las diferencias comportamentales y
neurobioldgicas descritas en estas paginas, algunos autores han llegado a la conclusion de
que los rasgos conductuales asociados con ansiedad e impulsividad (y dentro de esta ltima
la tendencia a la busqueda y preferencia por la novedad) estarian determinados
genéticamente y podrian descansar sobre polos opuestos de un mismo continuo, estando la
primera asociada con la combinacion de una mayor reactividad emocional y con un estilo de
afrontamiento pasivo (propio de la cepa RLA), mientras que la cepa RHA se caracterizaria
por una reactividad emocional reducida acompanada de un estilo de afrontamiento mas
activo, impulsivo, buscador de novedad y vulnerable a la adiccion (Driscoll et al., 2009;
Fattore et al., 2009; Giorgi et al., 2007; Steimer et al., 1997; Steimer y Driscoll, 2003,
2005). No obstante, otros autores defienden que la emocionalidad y la actividad exploratoria
vinculada al rasgo de busqueda de novedad representan dimensiones independientes, mas
que extremos de la misma variable, a pesar de que algunos estudios factoriales sugieran que
podrian compartir algunos componentes (véase Fernandez-Teruel, Driscoll ef al., 2002, para

revision). En cualquier caso, el perfil conductual divergente que muestran las ratas Romanas
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en pruebas de miedo/ansiedad, bisqueda de novedad y administracion de drogas hace de
éstas un modelo animal de gran utilidad en la identificacion de algunos de los factores de
riesgo genéticos y ambientales que podrian estar asociados con la conducta adictiva, una

cuestion cuya respuesta constituye el objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral se centra en analizar algunos de los
factores de riesgo que contribuyen al consumo de alcohol. En concreto, se pretende estudiar
la influencia del rasgo conductual de busqueda de novedad y de la reactividad emocional
ante situaciones de frustracion sobre el consumo espontaneo de alcohol, utilizando ratas
Romanas consanguineas de Alta (RHA-I) y Baja Evitacion (RLA-I). Este objetivo general
se desglosa en los objetivos especificos, hipotesis y predicciones que se detallan a
continuacion.

En primer lugar, establecer las condiciones experimentales idoneas para detectar
diferencias en consumo voluntario de etanol en las ratas Romanas consanguineas RHA-I y
RLA-I. Para ello se analizaron los patrones de consumo espontaneo y de preferencia por el
alcohol en estos animales mediante un procedimiento de aclimatacion basado en el aumento
progresivo de las concentraciones de etanol utilizadas (2, 4 6, 8 y 10%), comparando dichos
patrones de consumo con los observados tras presentar una unica dosis de alcohol al 10%
(sin aclimatacion). Se pretendia explorar si una concentracion del 10% de etanol es la
Optima para diferenciar fenotipicamente a las ratas RHA-I y RLA-I, y si los resultados
podian depender de que los animales hubieran sido sometidos previamente o no a una fase
de aclimatacion. Asimismo, se intent6 identificar el rango de concentraciones de etanol con
el cual es posible hallar diferencias en cada cepa en el consumo voluntario de esta sustancia,
asi como la existencia de dichas diferencias entre las cepas consanguineas. Sobre la base de
estudios previos realizados con estas cepas, asi como de la revision de la literatura
especializada, se establecieron las siguientes predicciones: (a) las ratas RHA-I consumiran
mas alcohol que las RLA-I cuando sean expuestas a una dosis Unica de alcohol al 10%; (b)
la utilizacién de un procedimiento previo de aclimatacion al alcohol facilitard el consumo de
la dosis mas elevada -10%- un efecto que podria atenuar las diferencias de cepa en
comparacion con las halladas en los animales no aclimatados; (c) las diferencias de cepa en
consumo dependeran de la concentracion de etanol utilizada, estando éstas mas atenuadas
con concentraciones bajas (2, 4, 6%) que con concentraciones altas (8, 10%).

En segundo lugar, validar las pruebas comportamentales utilizadas para analizar el
rasgo conductual de busquedad de novedad, tratando de averiguar si las respuestas
registradas en las mismas son estables entre individuos. En concreto, se seleccioné como

test de referencia el Hole-Boad, comparando la ejecucion de los animales en este test basado
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en exposicion forzada a la novedad con la observada en dos pruebas basadas en eleccion
libre: el laberinto en Y y la prueba de emergencia. Sobre la base de la evidencia empirica
indicativa de la existencia de un rasgo comportamental de busqueda de novedad en roedores,
se esperaban obtener correlaciones positivas significativas entre las conductas de busqueda
de novedad que exhiben los animales cuando son expuestos a estas tres pruebas (head-
dipping y locomocion, exploracion del brazo novedoso y latencia de emergencia,
respectivamente) lo que permitiria validarlas para analizar dicho rasgo temperamental.

Una vez establecidas las condiciones experimentaleas iddenas para poner en relacion
la conducta de consumo de etanol y el rasgo comportamental de biisqueda de novedad, se
realizo un tercer experimento que tuvo como objetivo principal analizar el comportamiento
de las ratas RHA-I y RLA-I en las pruebas de novedad previamente comentadas (Hole-
Board, laberinto en Y y test de emergencia) y relacionar su ejecucion con los patrones de
consumo voluntario de etanol registrados mediante un procedimiento de eleccion
agua/alcohol basado en la presentacion de dosis crecientes de esta droga (2, 4,6, 8 y 10%).
Se establecieron las siguientes hipdtesis y sus correspondientes predicciones: (a) las ratas
RHA-I mostraran una mayor tendencia a explorar ambientes novedosos en comparacion con
las RLA-I, y estas diferencias se pondran de manifiesto en las tres pruebas de novedad
utilizadas en el presente estudio; (b) las ratas RHA-I tenderan a consumir mas alcohol que
las RLA-I, por lo que en la prueba de consumo voluntario estos animales consumiran
cantidades mas elevadas de esta sustancia en relacion con las RLA-I, con independencia de
que prefieran agua o alcohol; (c) aquellos animales que sean mas propensos a explorar
ambientes novedosos seran los que consuman mas alcohol, un resultado que permitiria
poner en relacion directa estos rasgos comportamentales.

Finalmente, analizar si el impacto de experiencias ambientales negativas sobre el
consumo de sustancias de abuso estd modulado por influencias genéticas. En concreto, se
estudio si la exposicion de los animales a situaciones de pérdida/frustracion puede constituir
una experiencia estresante que aumente el consumo de alcohol y, sobre todo, si este efecto
depende de las diferencias en reactividad emocional que muestran las ratas RHA-I y RLA-I.
Para ello se realizaron tres experimentos. En el Estudio 4 se tratd6 de averiguar si el
paradigma de CSN implementado con una tarea instrumental apetitiva puede ser adecuado
como experiencia frustrante capaz de influir en el consumo voluntario de etanol, para lo que
realizamos un estudio piloto con ratas Wistar expuestas a la reduccion inesperada en la
magnitud de la recompensa presentada (de 12 pellets a 2 pellets) . En el Estudio 5, los

animales fueron expuestos a una situacion frustrante de extincién consumatoria (en la que

24



recibieron soluciones de agua tras hacer recibido previamente soluciones de sacarosa al
22%), teniendo acceso después a alcohol en una prueba de preferencia. Por ultimo, en el
Estudio 6 las ratas RHA-I y RLA-I fueron expuestas a una tarea instrumental en la que se
omiti6 el reforzador -12 pellets- (extincion), después de haber sido presentado de forma
continua o parcial (ERPE), presentindoles alcohol inmediatamente después de esta
experiencia. Sobre la base de las diferencias de cepa halladas en relacion con su reactividad
conductual en respuesta a experiencias de pérdida de recompensa, asi como del caréacter
aversivo y estresante de este tipo de experiencias, se esperaba encontrar que los animales
expuestos a la reduccion (contraste) u omision (extincion) en la magnitud de una
recompensa esperada (12 pellets, solucion de sacarosa al 22%) mostraran un deterioro en la
ejecucion de la respuesta correspondiente (latencia de respuesta en los experimentos 4 y 6,
cantidad de solucion consumida en el experimento 5), aumentando al mismo tiempo su
consumo de etanol en la prueba de preferencia. Se esperaba encontrar este resultado en la
cepa mas reactiva emocionalmente (RLA-I) y en las ratas Wistar, mientras que en la cepa
menos reactiva (RHA-I) no se esperaban hallar efectos de frustracion relevantes, ni tampoco
un impacto significativo de esta experiencia sobre su consumo de alcohol. Ademas, en el
experimento 6 se establecid como prediccion que la experiencia en reforzamiento parcial
durante la fase de adquisicion aumentaria la tolerancia a la frustracion y la resistencia a la
extincion en las ratas RLA-I, pero no en las RHA-I, reduciendo en las primeras el consumo
de alcohol en relacion con un grupo expuesto a reforzamiento continuo. Los resultados
aportados en estos estudios nos permitirdn analizar la importancia que ciertas experiencias
ambientales podrian tener como factores precipitantes en el consumo de sustancias adictivas
en individuos genética y temperamentalmente vulnerables, poniendo de manifiesto la

complejidad del fendmeno adictivo.
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FASE I: BUSQUEDA DE NOVEDAD Y CONSUMO DE ALCOHOL

ESTUDIO 1.

El consumo voluntario de alcohol es un fendémeno que se observa con relativa
frecuencia en roedores y otros mamiferos en su ambiente natural, dado que éstos consumen
frutas y otros alimentos fermentados que contienen concentraciones variables de alcohol, y
muestran patrones conductuales indicativos de intoxicacion etilica. Se trata, asi, de un
fenomeno que puede considerarse como parte del repertorio conductual normal de muchos
animales, de ahi la importancia del establecimiento de un modelo animal del
comportamiento humano relativo a la conducta de consumo de alcohol y de los efectos de
esta droga con potencial de abuso en humanos (Spanagel, 2000, 2003). Esta afirmacién se
apoya, ademas, en la evidencia experimental que demuestra que el alcohol posee
propiedades reforzantes que dependen de su accidon sobre estructuras subcorticales que se
han conservado a lo largo de la evolucién, lo que permite estudiar en especies inferiores los
procesos neurobioldgicos que subyacen a los efectos adictivos del alcohol (Kamenetzky y
Mustaca, 2005).

Se suele afirmar que un modelo animal de alcoholismo debe cumplir una serie de
criterios conductuales y farmacoldgicos que demuestren su validez. Asi, por ejemplo, los
sujetos deben ser capaces de autoadministrarse oralmente el etanol, es decir, consumirlo de
forma voluntaria. Asimismo, el consumo de etanol debe estar condicionado por sus efectos
farmacoldgicos, y no estrictamente por su sabor o por su valor calorico. De hecho, el modelo
debe ser capaz de demostrar las propiedades reforzantes del alcohol, las cuales se pueden
inferir, por ejemplo, a través del esfuerzo que es capaz de realizar el animal para conseguir
la droga. Ademas, el consumo cronico debe dar lugar a la apariciéon de comportamientos y
fenomenos similares a los observados en seres humanos, incluyendo tolerancia, deseo
compulsivo (craving), pérdida de control, recaidas, etc., dado que tales fendmenos
constituyen el nucleo central que define la adiccion humana (Spanagel, 2003). A pesar de su
incuestionable utilidad, es evidente que muchos de los modelos animales de alcoholismo
cumplen estos criterios solo parcialmente (Green y Grahame, 2008; Li et al., 1979).

Las pruebas conductuales disefiadas para estudiar la adiccion al alcohol pueden
clasificarse en funcion de que la exposicion al alcohol esté controlada bien por el

experimentador (administracién forzada), o bien por el propio animal (autoadministracion,
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véase Kamenetzky y Mustaca, 2005, para revision). En el primer caso los animales suelen
recibir administraciones intraperitoneales o intragastricas de alcohol, y los efectos de estas
sustancias se asocian con estimulos neutros (p. €j. un lugar, un sabor) a través de
procedimientos de condicionamiento clasico. Posteriormente se comprueba si el animal da
indicios de preferencia o aversion por tales estimulos, una prueba de los efectos apetitivos o
aversivos de esta droga de abuso (Green y Grahame, 2008).

Por su parte, las pruebas de autoadministracion suelen presentar dos modalidades.
Por un lado, en algunos procedimientos la oportunidad de acceder al alcohol requiere de la
emision por parte del animal de una respuesta instrumental, vinculada con el
comportamiento voluntario o de busqueda de la droga (Meisch y Thompson, 1972; Mello y
Mendelson, 1964). Estas pruebas de condicionamiento operante permiten al experimentador
manipular las condiciones requeridas para la obtencion de reforzador, el esfuerzo que se
impone al animal para conseguirlo (break point o punto de corte), o los estimulos
ambientales que pueden desencadenar la reaparicion de la conducta de busqueda. Asi, por
ejemplo, el modelo de reinstauracion (reinstatement) se basa en entrenar a un animal a
conseguir una droga mediante la emision de una respuesta operante (usualmente presion de
palanca), sometiéndolo después a una fase de extincion. Una vez extinguida la respuesta
instrumental, se presentan varios estimulos con el objetivo de comprobar cual de ellos es
capaz de reinstaurar la conducta de busqueda de la droga (por ejemplo, la inyeccion de una
pequenia dosis de la sustancia, la exposicion a experiencias estresantes, la presentacion de
estimulos condicionados previamente asociados con la droga, etc.; véase Spanagel, 2003,
para revision). En otras ocasiones, por el contrario, se trabaja con la conducta consumatoria
que el animal despliega cuando tiene acceso al etanol, la cual determina la cantidad que se
ingiere en un intervalo de tiempo determinado. En este contexto, numerosos modelos
animales utilizan una prueba de preferencia o eleccién en la que los animales tienen
disponible en sus jaulas hogar soluciones de agua y alcohol en diferentes concentraciones
(Ritz, George y Meich, 1989). El animal tiene la opcion de consumir una u otra solucion,
bien de forma permanente (24 horas) o bien durante periodos limitados de tiempo. Se
registra el volumen consumido de cada botella, y se calcula el indice de preferencia por el
alcohol, basado en la proporcion de alcohol ingerida en relacion con el volumen total de
liquido consumido. La preferencia por el alcohol aparece cuando, del volumen total de
fluido ingerido, mas del 50% corresponde a la solucién de alcohol (Spanagel, 2003). En
ocasiones se opta por presentar inicialmente el alcohol como unica solucion disponible para

beber, una condiciéon de consumo forzado que puede influir en los procesos de eleccion
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agua-alcohol posteriores. Esta modalidad experimental permite al investigador analizar de
qué modo el patron de consumo voluntario de etanol se modifica a lo largo del tiempo, qué
factores determinan que el sujeto evolucione desde un patron de consumo controlado hacia
una pérdida de control o punto de “no retorno”, qué condiciones experimentales pueden
desencadenar una recaida, etc. (Lovinger y Crabbe, 2005). Asi, por ejemplo, se ha
comprobado que cuando el animal tiene acceso ilimitado al alcohol con fases repetidas de
deprivacion, muestra un aumento transitorio del consumo y preferencia por el alcohol que
recuerda en gran medida a los patrones de consumo en personas alcohdlicas (Spanagel y
Holter, 1999). Asimismo, cuando el acceso al alcohol se prolonga mas alla de los seis meses
y se introducen periodos largos de abstinencia, es habitual observar un cambio gradual en el
comportamiento de los sujetos, que muestran un consumo acentuado (irreversible e
independiente de manipulaciones ambientales) que persiste a lo largo del tiempo y que
simula la pérdida de control o “punto de no retorno” que manifiestan muchos sujetos adictos
(Wolffgramm y Heyne, 1995).

Existen evidencias de que los roedores son cautos cuando consumen sustancias con
sabores novedosos, un fendmeno denominado neofobia que genera con frecuencia aversion
al consumo de alcohol. Mas aun, con frecuencia se comprueba que para los animales el
consumo de dosis moderadas o altas de esta droga es aversivo (Li ef al., 1979; Ritz et al.,
1989). Esta aversion natural puede contrarrestarse utilizando diferentes procedimientos de
aclimatacion al alcohol que aceleren el proceso de consumo. Uno de los mas utilizados
consiste en introducir una botella de agua y otra de alcohol a concentraciones bajas, e ir
aumentando dicha concentracion a lo largo de los dias (p. ej. Aragén, Sternklar y Amit,
1985; Lankford, Roscoe, Pennington y Myers, 1991; Rockman, Hall, Markert, Glavin y Pare
1987). También se opta por dar la opcion de beber diferentes concentraciones de etanol de
forma simultanea, o bien por mezclar la solucion alcohoélica con alguna sustancia altamente
palatable (como sacarosa o sacarina), aumentando gradualmente la dosis de etanol a medida
que se reduce la concentracion de dicha solucion apetitiva (Samson, 1986; Waller y Lorch,
1978).

A pesar de que las pruebas basadas en el registro de los indices de preferencia por el
alcohol en condiciones de consumo voluntario constituyen uno de los procedimientos mas
utilizado como modelo animal de alcoholismo, se ha comprobado en repetidas ocasiones
que existe una gran variabilidad entre los individuos en sus tasas de preferencia por el
alcohol, y que estas diferencias pueden determinar la susceptibilidad de los sujetos a

desarrollar patrones anormales de consumo (Crabbe, Belknap y Buck, 1994; Lovinger y
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Crabbe, 2005). Esta observacion ha permitido desarrollar, mediante un procedimiento de
seleccion psicogenética, pares de cepas de animales caracterizados por diferencias extremas
en sus niveles de consumo voluntario de etanol. Ejemplos de estas cepas son las ratas Alko
AA (alcohol-accepting) vs. ANA (alcohol nonaccepting; Erikson, 1968), las lineas P
(alcohol-preferring ) vs. NP (nonpreferring; Li, Lumeng, McBride y Waller, 1981), las
Sardinian alcohol-preferring sP; (Colombo, 1977), o las cepas UChB vs.UChA (Mardones y
Segovia-Riquelme, 1983). En ratones es la cepa C57BL (frente a otras como la DBA o la
BABL), o las sublineas de alta y baja preferencia (HAP vs. LAP) las mas utilizadas como
modelos animales de conducta alcoholica (Elmer, Meisch y George, 1987). Estos modelos
animales han sido de enorme utilidad para la caracterizacion conductual, neuroquimica y
molecular del alcoholismo, asi como para explorar sus bases genéticas (Spanagel, 2003). En
este sentido, se ha comprobado que ademas de diferir en su conducta de consumo de
alcohol, esta cepas muestran también diferencias importantes en otras medidas conductuales
relacionadas, como su preferencia por soluciones dulces o su aversion por amargas, su
activacion locomotora en situaciones novedosas o tras el consumo de bajas dosis de etanol,
etc. (Badia-Elder y Kiefer, 1999; Murphy, Chiu, Harrison, Uddin y Singh, 2002; Piivérinta
y Korpi, 1993). Tales divergencias comportamentales podrian explicarse sobre la base de las
diferencias neuroquimicas que (determinadas genéticamente) condicionan el funcionamiento
del sistema nervioso central, unas diferencias que se han hallado en sistemas de
neurotransmision como el dopaminérgico, el GABAérgico, el serotoninérgico o el opioide,
entre otros (de Waele, Kiianmaa y Gianoulakis, 1995; Katner y Weiss, 2001; Murphy et al,
2002; Oswald, Mathena y Wand, 2004).

Si bien existen similitudes importantes entre estos modelos animales en relacion con
la conducta de consumo voluntario de etanol, en ocasiones se comprueba que los patrones
especificos de ingestion de esta droga difieren en funcion de las condiciones experimentales
utilizadas, con especial énfasis en la dosis de etanol que se presenta durante la prueba de
preferencia. Asi, por ejemplo, algunas cepas prefieren etanol frente a agua cuando las
concentraciones de esta droga son bajas (inferiores al 6%; Ellenbroek et al., 2005; Myers y
Tytell, 1972; Ritcher y Campbell, 1940). En otros casos, por el contrario, ciertas cepas
muestran altas tasas de preferencia con concentraciones mas elevadas (del 14% o superiores;
Lobina et al, 1997, Wood, 1976.). En cualquier caso, la dosis estdndar que se suele
presentar en este tipo de estudios suele ser del 10%, una dosis que permite identificar con
relativa facilidad diferencias en consumo voluntario entre las cepas, tanto en pruebas de

preferencia como en tareas operantes (Erikson, 1974; Mardones y Segovia-Riquelme, 1983;
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Rodgers y McClearn, 1962). No obstante, el empleo de una unica concentracion de alcohol
ha sido objeto de numerosas criticas, dado que la eleccion arbitraria de una dosis especifica
contraviene principios basicos de farmacologia basados en el andlisis de la curva dosis-
respuesta, un analisis que permite establecer patrones de preferencia o aversion por
diferentes concentraciones de alcohol mucho mas informativos (Lankford ef al., 1991).

Un ejemplo de cepas de ratas desarrolladas mediante un procedimiento de seleccion
psicogenética son las ratas Romanas de Alta (RHA) y Baja (RLA) Evitaciéon. Aunque
inicialmente seleccionadas sobre la base de sus diferencias extremas en la ejecucion de la
respuesta de evitacion de dos sentidos —relacionada con ansiedad y reactividad emocional-
(mas acentuada en la cepa RLA en comparacion con la RHA), numerosas evidencias
experimentales indican que este proceso de cruzamiento selectivo ha conducido a la
diferenciacion de otros rasgos conductuales relevantes, relacionados con su respuesta a
estimulos naturales apetitivos y aversivos, su tendencia a explorar ambientes novedosos y a
mostrar respuestas impulsivas, o su facilidad para autoadministrarse sustancias de abuso
(véase Driscoll et al., 2009; Giorgi et al., 2007, para revision). En relacion con este ultimo
aspecto, se ha comprobado que, en comparacion con las ratas RLA, las ratas RHA muestran
una mayor respuesta conductual ante sustancias tales como apomorfina, anfetamina,
cocaina y morfina (Corda et al, 2001; Driscoll et al, 1986; Durcan et al, 1984; Giménez-
Llort et al, 2005; Giorgi et al, 1997; Lecca et al, 2004). Asimismo, las ratas RHA
muestran sensibilizacion en su respuesta locomotora cuando son tratadas cronicamente con
morfina, anfetamina y cocaina, un fendmeno comportamental intimamente relacionado con
la adiccion que no se observa en las ratas RLA (Corda et al., 2005; Giorgi, Piras, Lecca y
Corda, 2005b; Giorgi et al., 2007; Piras, Lecca, Corda y Giorgi, 2003). Estos hallazgos
comportamentales parecen estar intimamente relacionados con diferencias de cepa en la
liberaciéon de dopamina en el Nacc shell en respuesta a la administracion de estas
sustancias, una liberacién que parece ser mas acentuada en la cepa RHA en comparacion
con la RLA (Giorgi et al., 2007; Lecca et al., 2004). Esta mayor capacidad de respuesta del
sistema dopaminérgico mesoaccumbal en ratas RHA puede ser la base de su preferencia
mayor por el alcohol y otras sustancias gratificantes (Fernandez-Teruel, Driscoll et al,
2002; Razafimanalina et al., 1996).

A pesar de la evidencia experimental indicativa de que las ratas RHA muestran una

mayor tendencia al consumo de sustancias de abuso que las RLA, lo cierto es que los
trabajos mas recientes dirigidos a estudiar el consumo voluntario de alcohol en estas cepas

no son muy numerosos, y presentan como limitacion que en la mayoria de ellos se ha
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utilizado una tnica dosis de alcohol al 10%, con las limitaciones que este procedimiento de
dosis tnica conlleva (comentadas mas arriba). Asi, en estos estudios se observo que las ratas
RHA/Verh consumen cantidades de etanol y presentan tasas de preferencia por esta
sustancia significativamente superiores a las mostradas por las ratas RLA-I/Verh
(Fernandez-Teruel, Driscoll et al., 2002), si bien en algunos de estos trabajos se constata que
en ambas cepas el consumo de agua es superior al consumo de etanol, un hallazgo que
sugiere que esta dosis puede ser aversiva para todos los animales (Razafimanalina et al.,
1996). En otras ocasiones, sin embargo, se ha recurrido a procedimientos de aclimatacion
que implican el empleo de dosis de alcohol progresivamente crecientes. Asi, por ejemplo,
Giorgi et al., (1997) utilizaron un procedimiento que consistio en la presentacion de
soluciones de etanol en dias alternos, comenzando con una dosis al 2% y haciendo
incrementos del 1% cada segundo dia, hasta alcanzar una concentracion final al 10%. De
nuevo se comprobd que la cepa RHA/Verh consumi6é mas cantidad de alcohol y mostrd
indices de preferencia por la droga mas elevados que la cepa RLA-/Verh. Ademaés, cuando
los animales fueron expuestos a un programa de acceso restringido a la dosis del 2%, se
comprobd, mediante microdialisis, que el consumo de la droga provocd un aumento en la
liberacion de dopamina en el NAc s6lo en la cepa RHA-/Verh, sin que tal aumento fuera
observado en condiciones de consumo voluntario de agua.

Si bien es cierto que los resultados hallados en estos y otros trabajos muestran
diferencias claras entre las cepas RHA y RLA en relacién con su consumo voluntario de
alcohol, no menos cierto es la presencia de dos limitaciones importantes. En primer lugar, el
procedimiento utilizado en la mayoria de las ocasiones se ha basado en la presentacion de
una dosis Unica de alcohol al 10%, lo que podria condicionar la autoingestion de esta
sustancia debido a las importantes propiedades aversivas que pueden tener las dosis elevadas
(Chester, Risinger y Cunningham, 1998; Tzschentke, 1998). Estas propiedades aversivas
podrian ser comparativamente diferentes para cada cepa, influyendo en los resultados
obtenidos en estos trabajos y en las conclusiones extraidas de los mismos (p. ej. Beaugg,
Kerfriden, Menez, Aufrere y Le Bourhis, 1994; Drewek y Broadhurst, 1979; Driscoll ef al,
1990; Satinder, 1975). Por otro lado, en todos los estudios realizados hasta la fecha se ha
trabajado con la variedad de ratas Romanas no consanguineas, por lo que se desconoce por
el momento si estas diferencias en consumo voluntario de etanol estarian también presentes
en las cepas consanguineas RHA-I y RLA-L

Por todo ello, el objetivo del presente experimento fue explorar, en las cepas de ratas

RHA-I y RLA-I, los patrones de consumo espontaneo y de preferencia por el alcohol
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mediante un procedimiento de aclimatacion basado en el aumento progresivo de las
concentraciones de etanol utilizadas, comparando dichos patrones de consumo con los
observados tras presentar una unica dosis de alcohol al 10% (sin aclimatacion). En concreto,
se pretende establecer si una concentracion del 10% de etanol es la Optima para diferenciar
fenotipicamente a las ratas RHA-I y RLA-I, y si los resultados pueden depender de que los
animales hayan sido sometidos previamente o no a una fase de aclimatacion. Asimismo, se
persigue identificar el rango de concentraciones de etanol en el que es posible hallar
diferencias en el consumo voluntario de esta sustancia en las cepas consanguineas. Sobre la
base de estudios previos realizados con estas cepas, asi como de la revision de la literatura
especializada, se podrian establecer las siguientes predicciones: (a) las ratas RHA-I
consumiran mas alcohol que las RLA-I cuando sean expuestas a una dosis Unica de alcohol
al 10%; (b) la utilizacién de un procedimiento previo de aclimatacion al alcohol facilitara el
consumo de la dosis mas elevada -10%- un efecto que podria atenuar las diferencias de cepa
en comparacion con las halladas en los animales no aclimatados; (c) las diferencias de cepa
en consumo dependeran de la dosis de etanol utilizada, estando éstas mas atenuadas con

concentraciones de etanol bajas (2, 4, 6%) que con concentraciones mas altas (8, 10%).

Método

Sujetos

Se utilizaron 32 ratas macho (16 RHA-I y 16 RLA-I) procedentes de la Universidad
Autonoma de Barcelona. Las ratas tenian 4 meses de edad y un peso medio aproximado de
400 gramos al inicio del experimento. Los animales fueron colocados individualmente en su
jaula hogar y tuvieron libre acceso a agua y comida. La temperatura del estabulario se
mantuvo constante (22 °C, aproximadamente). Los ciclos de luz y oscuridad fueron de 12
horas, dando comienzo el periodo de luz a las 8:00 horas. La exposicion al alcohol se realizo

en sesiones de 24 horas, y el registro de las variables dependientes se llevé a cabo entre las

9.00 y las 12.00 horas.

Aparatos

Los animales fueron sometidos a la prueba de preferencia por el alcohol en su jaula
hogar, construida con plexigléds, y con unas dimensiones de 32 cm de largo, 15 cm de alto y

30 cm de ancho. El suelo de cada caja estuvo cubierto con serrin, y como techo se dispuso
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una rejilla metalica. En la parte superior de cada jaula, sobre el techo, se colocaron de
manera contrabalanceada (izquierda y derecha) a través de los dias dos botellas de 150 ml
que contenian una el agua y la otra la concentracion de etanol (véase la Figura 3). Para
medir el consumo de liquidos se utilizoé una béscula digital de precision (Cobos JT-300C), y
para controlar el peso de los animales una bascula modelo Baxtran BS3. En la elaboracion
de las concentraciones de alcohol se utilizaron probetas, pipetas, embudos, vasos de
precipitado y galones de plastico estdndar. Para la elaboracion de las concentraciones se

utilizo etanol al 96% (Panreac, Castellar del Vallés, Espana).

Figura 3. Jaula hogar

Procedimiento

Desde su llegada a nuestro laboratorio y durante toda su estancia en el mismo los
animales tuvieron libre acceso a agua y comida en sus jaulas hogar. Durante los dias previos
al experimento se retird de cada jaula la botella de agua (500 ml) y fue remplazada por dos
botellas mas pequenas con agua (150 ml). Esta fase que duré 4 dias tuvo como objetivo
preexponer a los animales a las condiciones fisicas (dos botellas en lugar de una, y de menor
tamafio, con canalete de acero inoxidable y esfera giratoria) que se mantendrian constantes
durante la fase experimental.

Una vez concluida esta fase, los animales de cada cepa fueron asignados
aleatoriamente a uno de dos grupos: uno sometido a un procedimiento de aclimatacion al

alcohol (AA), y otro no sometido a dicho procedimiento (NA) (véase Tabla 1).
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Tabla 1.
Diserio del Experimento 1

GRUPO PROCEDIMIENTO

RHA-T AA 2% 4% 6% 8% 10%
RLA-1 AA

RHA-I NA Agua Agua Agua Agua 10%
RLA-INA

Nota: Las ratas en los grupos de aclimatacion al alcohol (AA) estuvieron expuestas a cada una de las
concentraciones de etanol al 2%, 4%, 6%, y 8% durante dos dias consecutivos. Durante este periodo los
animales en los grupos de no aclimatacion (NA) fueron expuestos solo a agua. Por tltimo, los animales en
todos los grupos fueron expuestos a concentraciones de etanol al 10% durante seis dias consecutivos.

En la condicion AA los animales fueron expuestos al alcohol en concentraciones
gradualmente crecientes. Las concentraciones de alcohol se prepararon cada dia mezclando
la soluciébn de etanol correspondiente con agua corriente. Se utilizaron cinco
concentraciones, correspondientes al 2%, 4%, 6%, 8% y 10% v/v. Cada una de estas
soluciones fue presentada al animal durante dos dias consecutivos, a excepcion de la
solucion del 10%, a la que los animales tuvieron acceso durante 6 dias consecutivos. La
colocacion de las botellas de agua y alcohol en la jaula se cambid diariamente de posicion
para evitar una posible preferencia por el lugar, y sus volumenes fueron pesados cada 24
horas.

Los animales asignados a la condicion de NA fueron expuestos a dos botellas con
agua durante 12 dias consecutivos (4 dias de habituacion, més los dias en los que el grupo
aclimatado recibid las dosis del 2%, 4%, 6% y 8% de alcohol). A partir del dia 13 los
animales tuvieron acceso en una botella a la concentracioén de alcohol al 10% y en la otra a
agua. Esta solucion se presentd durante 6 dias consecutivos. El resto de condiciones fueron
1dénticas a las detalladas en la condicion AA. Cada dia, en horario de 9.00 a 12.00, se
registro el peso del animal, de la comida, de la botella de agua y de la botella de etanol.

Cada dos dias se procedi6 a la limpieza de la jaula hogar y al cambio de serrin.
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Variables dependientes

Las medidas registradas en este experimento fueron el peso del animal, la ingesta de
comida, el consumo de agua y el consumo de alcohol. A partir de las dos ultimas medidas se
calcularon dos indices mas: por un lado el consumo total de liquidos (consumo de agua +
consumo de alcohol), y por otro lado la preferencia por el alcohol (consumo de alcohol —

consumo esperado; siendo el consumo esperado el consumo total de liquidos/2).

Analisis estadisticos

Para cada variable dependiente se realizd un analisis de varianza incluyendo como
factores la cepa (RHA-I vs. RLA-I), la modalidad de exposicion al alcohol (AA vs. NA) y el
dia. Dado que no se hallaron diferencias significativas en ninguna de las medidas registradas
entre los dias en que los animales consumieron la misma dosis de alcohol, estos valores
fueron colapsados en bloques de dos dias en la condicion AA (para los dias en que se
emplearon dosis de 2%, 4%, 6% y 8%), o de 6 dias para la dosis del 10% en ambas
condiciones. Entre los animales que recibieron aclimatacion al alcohol se realiz6 un
ANOVA atendiendo a los factores cepa (RHA-I vs. RLA-I) y concentracion de alcohol (2%,
4%, 6%, 8%, y 10%). Asimismo se realizé un segundo anélisis tomando como medida s6lo
los consumos referentes a la concentracion del 10% de alcohol y como factores la cepa
(RHA vs. RLA) y la modalidad de exposicion al alcohol (AA vs. NA). Para todos los

analisis estadisticos se tomo un valor de significacion estadistica de p < 0.05.
Resultados

Peso. La Figura 4 muestra el peso promedio de los animales en cada grupo tomado
en bloques de dos dias a partir del primer dia después de la fase de habituacion. Como se
puede observar no parecen existir diferencias en cuanto al peso corporal entre los distintos
grupos de animales. E1l ANOVA cepa (RHA-I vs RLA-I) x modalidad de exposicion (AA
vs. NA) x bloques (7) confirmé estas primeras impresiones. So6lo el efecto principal de
bloques resultd estadisticamente significativo, F(6, 168) = p<0,0001. Ningun otro efecto
principal ni interaccion resultd ser significativo, lo que sugiere que los animales fueron

gradualmente aumentando su peso a lo largo de la sesiones del experimento.
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Figura 4. Peso promedio en gramos (gr) de las ratas en los distintos grupos. Bl_: bloque de dos dias cada uno.
AA: se refiere a los grupos de ratas en los que se procedio a la aclimatacion para el consumo de etanol. NA: se
refiere a los grupos de ratas expuestos a valores de concentracion de etanol del 10% sin aclimatacion previa al
etanol. Los bloques del 1 al 4 corresponden a los dias en los que las ratas de los grupos AA tuvieron acceso al
etanol con valores de concentracion del 2%, 4%, 6% y 8%, respectivamente. Los bloques 5, 6 y 7

corresponden a los dias en los que todas las ratas tuvieron acceso al etanol con un valor de concentracion del
10%.

Consumo de comida. La Figura 5 muestra el consumo medio de comida para los
diferentes grupos tomado en bloques de dos dias a partir del primer dia después de la fase de
habituaciéon. EI ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x modalidad de exposicion (AA vs. NA) x
bloques (7) arrojoé un efecto principal de la variable cepa, F(1, 28) = 5,767, p < 0,023, asi
como de la interaccion modalidad de exposicion x bloques, F(6,168) = 2,485, p < 0,025. El
andlisis de esta interaccion indico que bajo la modalidad AA las ratas consumieron menos
comida que en la condicion NA solo en el bloque 3 [cuando el primero tenia acceso a una

solucion de alcohol al 6%, F(1, 28) = 8,837, p < 0,006].
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Figura 5. Cantidad de comida en gramos (gr) ingerida por las ratas en los distintos grupos. Bl : bloque de dos
dias cada uno. AA: se refiere a los grupos de ratas en los que se procedio a la aclimatacion para el consumo de
etanol. NA: se refiere a los grupos de ratas expuestos a valores de concentracion de etanol del 10% sin
aclimatacion previa al etanol. Los bloques del 1 al 4 corresponden a los dias en los que las ratas de los grupos
AA tuvieron acceso al etanol con valores de concentracion del 2%, 4%, 6% y 8%, respectivamente. Los
bloques 5, 6 y 7 corresponden a los dias en los que todas las ratas tuvieron acceso al etanol con un valor de
concentracion del 10%.

Consumo de agua. La Figura 6 representa el consumo medio de agua mostrado por
los diferentes grupos, agrupado en bloques de dos dias, observandose un mayor consumo de
agua en los grupos NA, sobre todo en los dias en que los animales recibieron las dosis mas
bajas de etanol. Estas diferencias parecen mas marcadas en la cepa RHA-I, comparada con
la RLA-I. Para confirmar estas observaciones se realiz6 un ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x
modalidad de exposicion (AA vs. NA) x bloques (7), que arroj6 efectos significativos de las
variables bloques, F(6, 168) = 24,342, p < 0,0001, modalidad de exposicion, F(1, 28) =
39,998, p < 0,0001 y cepa, F(1, 28) = 12,244, p< 0,0002, asi como de las interacciones
modalidad de exposicion x cepa, F(1,28) = 5,927, p < 0,022 y modalidad de exposicion x
bloques, F(6, 168) = 24,342, p < 0,0001.

El andlisis de la interaccion modalidad de exposicion x cepa indicé que las
diferencias de consumo entre las cepas RHA-I y RLA-I aparecieron s6lo en la modalidad de
exposicion AA, F(1, 14) = 18,809, p < 0,001, mostrando la cepa RLA-I un mayor consumo
de agua con respecto a la cepa RHA-I. Por el contrario, en la modalidad de exposicion NA
tales diferencias no fueron estadisticamente significativas, F(1, 14) = 0,533, n.s.

Con respecto a la interaccion modalidad de exposicion x bloques, su andlisis indicd

que las diferencias entre las condiciones AA y NA aparecieron en los bloques 1, 2,3 y 4
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[valor menor de F(1, 30) = 12,992, p < 0,001], pero no en los bloques 5, 6 y 7 (en los cuales

los animales fueron expuestos a una solucion al 10% de etanol).

50 1

45 -
35 1

15 1

Ingesta de agua (ml)
N
(=3

—l—RHA-I AA —@—RHA-I NA

5 1 —{1—RLA-l AA —O—RLA-l NA

BI_1 BI_2 BI_3 B4 BIS BL6 BI_7

Figura 6. Cantidad de agua en mililitros (ml) ingerida por las ratas en los distintos grupos. Bl _: bloque de dos
dias cada uno. AA: se refiere a los grupos de ratas en los que se procedio a la aclimatacion para el consumo de
etanol. NA: se refiere a los grupos de ratas expuestos a valores de concentraciéon de etanol del 10% sin
aclimatacion previa al etanol. Los bloques del 1 al 4 corresponden a los dias en los que las ratas de los grupos
AA tuvieron acceso al etanol con valores de concentracion del 2%, 4%, 6% y 8%, respectivamente. Los
bloques 5, 6 y 7 corresponden a los dias en los que todas las ratas tuvieron acceso al etanol con un valor de
concentracion del 10%.

Consumo total de liquidos. La Figura 7 muestra el volumen total de liquido
consumido por los diferentes grupos tomado en bloques de dos dias. Como se puede
observar en la misma, los grupos no parecen mostrar diferencias apreciables en la cantidad
de liquido total consumido, observacién ésta confirmada por los andlisis estadisticos
oportunos, que pusieron de manifiesto que ni el efecto principal de los factores, ni el de la

interaccion entre cualesquiera de ellos, resultaron estadisticamente significativos.
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Figura 7. Cantidad total de liquido ingerido (agua + etanol) en mililitros (ml) ingerida por las ratas en los
distintos grupos. Bl : bloque de dos dias cada uno. AA: se refiere a los grupos de ratas en los que se procedio a
la aclimatacion para el consumo de etanol. NA: se refiere a los grupos de ratas expuestos a valores de
concentracion de etanol del 10% sin aclimatacion previa al etanol. Los bloques del 1 al 4 corresponden a los
dias en los que las ratas de los grupos AA tuvieron acceso al etanol con valores de concentracion del 2%, 4%,
6% y 8%, respectivamente. Los bloques 5, 6 y 7 corresponden a los dias en los que todas las ratas tuvieron
acceso al etanol con un valor de concentracion del 10%.

Consumo de alcohol. La Figura 8 muestra la cantidad de alcohol ingerida por las
cepas RHA-I y RLA-I bajo la condicion AA, agrupada en bloques de 2 dias, y que
corresponden a las concentraciones de etanol al 2%, 4%, 6% y 8%. En la misma figura se
presentan en barras los valores de consumo referentes a la solucién de etanol al 10%
correspondiente a cada cepa en las condiciones AA y NA. Como se puede observar en la
figura el patron de ingesta es diferente entre las cepas para concentraciones intermedias (4%
y 6%), pero no para concentraciones extremas (2% y 10%). Ademads, la modalidad de
exposicion al alcohol no parecido afectar la ingesta de ninguna de las cepas para
concentraciones del 10%, comparado con la ingesta de los grupos no aclimatados.

El ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x dosis (2, 4, 6 y 8%) realizado en la condicion
AA mostrd un efecto significativo de las variables cepa, F(1,13) = 17, 959, p<0,001 y dosis,
F(3,39) = 26,091, p < 0,0001, asi como de la interaccion entre ambas, F(3,39) = 4,340, p <
0,010. El analisis detenido de la interaccion indicd que las diferencias entre las cepas en
consumo de alcohol aparecieron con las dosis del 4%, F(1,13) = 21,913, p < 0,0001, y del
6% , F(1,13) = 14,529, p < 0,002.

El ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x modalidad de exposicion (AA vs. NA) sobre el

consumo de etanol al 10%, no mostrd efectos estadisticamente significativos ni de los
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factores individuales ni de la interaccion entre ambos factores, lo que sugiere que ambas
cepas consumieron por igual la dosis del 10% de etanol, y que estos patrones de consumo no

estuvieron influidos por el procedimiento utilizado (AA vs. NA).

35 1
KXIAA CONA

——RHA-I AA —{—RLA-lI AA
25 1

20 A

10 1

Ingesta de etanol (ml)
-
[9,]
1

2% 4% 6% 8% RHA-I (10%)  RLA-I (10%)

Figura 8. Cantidad de concentracion de etanol en agua en mililitros (ml) ingerida por las ratas en los distintos
grupos. AA: se refiere a los grupos de ratas en los que se procedio a la aclimatacion para el consumo de etanol.
Los valores 2%, 4%, 6%, 8% y 10% se refieren al valor de la concentracion de etanol en agua. NA: se refiere a
los grupos de ratas expuestos a valores de concentracion de etanol del 10% sin aclimatacion previa al etanol.

Preferencia por alcohol. La Figura 9 muestra los valores medios correspondientes a
la preferencia por el alcohol que mostraron las cepas RHA-I y RLA-I en la condicion AA,
agrupados en bloques de 2 dias (correspondientes a las concentraciones de 2, 4, 6 y 8% de
alcohol). En la misma figura se presentan en barras los indices de preferencia por la solucién
de etanol al 10% correspondiente a las condiciones AA y NA, incluyendo un solo bloque
con los datos registrados durante los 6 dias en los que se presentd esta concentracion. En
esta figura el valor 0 en el eje de ordenadas indica que los animales no muestran preferencia
por el etanol, comparado con el consumo de agua. Valores por encima de 0 indican un
mayor consumo de etanol que de agua. Por ultimo, valores por debajo de 0 muestran un
mayor consumo de agua que de etanol. Como se puede observar en esa figura las ratas
RHA-I y RLA-I muestran indices de preferencia por el alcohol que varian dependiendo de la
concentracion de droga suministrada. Con concentraciones bajas (2%) ambas cepas
prefieren alcohol a agua, si bien esta preferencia parece mas acusada en la cepa RHA-L

Cuando la concentracion se eleva al 4% esta cepa continua mostrando preferencia por el
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alcohol, mientras que la primera muestra aversion (prefieren agua a alcohol). A partir de la
dosis del 8% ambas cepas presentan valores negativos, lo que sugiere que estas
concentraciones fueron aversivas para los sujetos, si bien dicha aversion parece mas acusada
en la cepa RLA-I en comparacion con la RHA-I.

El ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x dosis (2, 4, 6 y 8%) en la condicion AA arrojo
un efecto estadisticamente significativo de las variables dosis, F(3, 39) = 20,285, p < 0,0001
y cepa, F(1, 13) = 21,738, p < 0,0001, asi como de la interaccidon entre ambas, F(3, 39) =
2,883, p < 0,048. El analisis detallado de la interaccién mostré que las diferencias en
preferencia por el alcohol entre las cepas RHA-I'y RLA-I aparecieron con todas las dosis de
etanol, a excepcion de la dosis del 8% [valor menor de F(1, 14) = 5,379, p <0,036].

El ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x modalidad de exposicion (AA vs. NA)
correspondiente a la dosis del 10% de alcohol, mostré que solo el efecto principal de la
variable cepa resulto estadisticamente significativo, F(1, 27) = 4,727, p < 0,039, siendo los

valores de preferencia para la cepa RLA-I mas negativos que para la cepa RHA-L
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Figura 9. Preferencia en cada cepa de ratas por el etanol medido como el consumo real de etanol menos el
consumo esperado de etanol. El consumo esperado se calcula a partir de la cantidad total de etanol maés la
cantidad total de agua ingerida por cada animal dividido entre dos. Los valores 2%, 4%, 6%, 8% y 10% se
refieren al valor de la concentracion de etanol en agua. AA: se refiere a los grupos de ratas en los que se
procedi6 a la aclimatacion para el consumo de etanol. NA: se refiere a los grupos de ratas expuestos a valores
de concentracion de etanol del 10% sin aclimatacion previa al etanol.
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Discusion

El objetivo principal de este experimento fue explorar la posible diferencia en
consumo espontaneo de etanol entre las ratas RHA-I y RLA-I, tratando de averiguar si
dichas diferencias dependen del procedimiento experimental utilizado (AA vs. NA), si
varian dependiendo de la dosis, y por tanto, en qué medida nuestros datos se asemejan a los
resultados informados en estudios previos realizados con ratas no consanguineas. Los
resultados obtenidos en este experimento indican la existencia de diferencias de cepa en
consumo voluntario de alcohol que dependen de la dosis y de la variable dependiente
utilizada, pero no de la presencia o ausencia del procedimiento de aclimatacion, dado que
cuando se presento la dosis mas elevada (10%), los patrones de consumo y preferencia no se
vieron influidos por dicho procedimiento (AA vs. NA). Estos hallazgos amplian la
caracterizacion fenotipica de estos animales en relacion con el consumo de alcohol y ponen
de manifiesto su utilidad como modelo animal en el estudio de las bases psicogenéticas de la
conducta adictiva.

En primer lugar, los resultados encontrados en el presente trabajo son comparables a
los hallados en estudios previos realizados con cepas no consanguineas y dosis elevadas de
etanol (10%). Se constata, asi, que tanto la cepa RHA-/Verh como la RHA-I muestran
valores de consumo y preferencia por alcohol superiores a los registrados en las cepas
RLA/Verh y RLA-I, respectivamente (véase Fernandez-Teruel, Driscoll et al., 2002).
Ademas, esta dosis parece ser aversiva para todos los animales utilizados, dado que éstos
consumieron mas agua que alcohol (véase Razafimanalina et al., 1996).

Por otro lado, la comparacion de los resultados obtenidos en este estudio con los
obtenidos en trabajos previos que utilizan procedimientos de aclimatacion al alcohol ofrece
un panorama algo diferente. Asi, mientras que Giorgi et al. (1997) observaron que las
diferencias de cepa en consumo y preferencia por alcohol no dependian de la dosis ni de la
variable dependiente utilizada (consumo vs. preferencia), en nuestro caso si parecen estar
influidas por estos factores. En concreto, nuestros resultados indican que, con respecto al
consumo de alcohol, las diferencias de cepa aparecieron con las dosis del 4% y el 6%, pero
no con las del 2%, 8% y 10%, mientras que en relacion con los valores de preferencia tales
diferencias se hallaron con las dosis del 2%, 4%, 6% y 10%, pero no con la del 8%. Si bien
estas diferencias podrian sugerir que en las cepas Romanas consanguineas las diferencias en
consumo voluntario de etanol podrian estar atenuadas en comparacion con la variedad no
consanguinea, dada la escasez de trabajos realizados sobre el tema no es posible llegar a una

conclusion definitiva a este respecto hasta que estos y otros resultados puedan replicarse.
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En cualquier caso, el presente estudio ha permitido constatar por primera vez la
existencia de diferencias en consumo espontaneo de alcohol entre las ratas Romanas
consanguineas RHA-I y RLA-I, analizando este patron de consumo de manera mas precisa
que en estudios anteriores basados en el empleo de una dosis Unica de la droga. Se
demuestra, ademas, que la experiencia previa con dosis menores de alcohol no influye en el
consumo posterior de la dosis mas elevada. Finalmente, la utilizaciéon de un rango de dosis
extenso como el empleado en este experimento permite conocer mejor el perfil
comportamental de estos animales, y puede posibilitar una caracterizacion mas detallada de
las relaciones entre dicho perfil y otros rasgos conductuales que se relacionan con el
consumo de sustancias de abuso, tales como la tendencia a la busqueda de novedad, un tema

que se aborda en el siguiente estudio de esta Tesis Doctoral.
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ESTUDIO 2.

La utilizaciéon de modelos animales para el estudio de la conducta de consumo de
sustancias adictivas constituye un recurso muy valioso para el cientifico interesado en la
exploracion de los determinantes genéticos, bioldgicos y ambientales de esta conducta. En
este sentido, la produccion y desarrollo de cepas endocriadas sobre la base de un rasgo
comportamental de interés ha permitido establecer relaciones precisas entre dicho rasgo y la
tendencia de los sujetos a administrarse sustancias de abuso, permitiendo identificar qué
factores de personalidad pueden hacer a un organismo mds vulnerable a desarrollar un
trastorno adictivo. Estos rasgos comportamentales se definen y manifiestan como un patréon
conductual especifico que difiere de un individuo a otro, y que se mantiene estable en un
mismo organismo a lo largo del tiempo y a través de las situaciones (Pawlak et al., 2008).

Algunas de las dimensiones de comportamiento estudiadas en animales inferiores
son la actividad, la busqueda de novedad, la agresion, la sociabilidad, y la temerosidad o
ansiedad (Gosling, 2001; Lansade, Bouissou y Erhard, 2008), siendo el rasgo de busqueda
de novedad (novelty seeking) el que mas se ha relacionado con la conducta de consumo de
sustancias de abuso. Este rasgo se corresponde en seres humanos con el perfil de
personalidad conocido como busqueda de sensaciones (sensation seeking). Los buscadores
de sensaciones son individuos caracterizados por mostrar un intenso deseo de experimentar
experiencias novedosas, y por una tendencia a asumir riesgos para lograr este tipo de
estimulacion, lo que se traduce en una alta excitabilidad conductual en respuesta a la
novedad, impulsividad en la toma de decisiones, ejecucion de conductas de riesgo en
situaciones variadas y tendencia a perder el control y enojarse (Driscoll et al., 2009; Gallinat
et al., 2007). Los animales inferiores también parecen mostrar diferencias importantes en su
reactividad ante situaciones novedosas, una conducta que se estudia registrando la cantidad
de actividad locomotora y exploratoria que muestra un animal cuando es expuesto a un
ambiente novedoso (Ballaz, 2009). Es importante distinguir entre actividad y exploracion o
conductas exploratorias, ya que algunos autores lo utilizan de forma distinta. Crusio (2001)
define a la exploraciéon como las conductas provocadas por estimulos novedosos, que
consisten en acciones y posturas que le permiten al animal recolectar informacion sobre
nuevos objetos y aspectos no familiares de su ambiente. El valor adaptativo o significacion
biologica de la exploracion seria incrementar las oportunidades de encontrar recursos para la

supervivencia (refugio, comida, apareamiento, etc.), pero simultdneamente conllevan el
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riesgo de ser mas vulnerables a los predadores y peligros del ambiente. De esta definicion
queda establecido que si bien la exploracion es un tipo de actividad e involucra
frecuentemente un grado de locomocion, no es una respuesta inespecifica, sino que se
encuentra dirigida hacia la novedad o estimulos no familiares.

Las pruebas utilizadas con el objetivo de estudiar la conducta exploratoria en
situaciones novedosas han sido diversas, destacando la Placa Perforada, también
denominada Tabla de Agujeros o Hole Board (HB). Su version original consistia en una
plataforma cuadrada de 40 cm cada lado, con 16 hoyos equidistantes de 3 cm de diametro
cada uno (Boissier y Simon, 1962; citado en File, 2001). File y Wardill (1975a) modificaron
y validaron la prueba utilizando una plataforma con 4 hoyos en lugar de 16, observando a
los animales durante 10 minutos y registrando la cantidad de hundimientos de cabeza (head
dipping) y su duracion, tanto en ratas como en ratones. Boissier y Simon (1962) sostuvieron
que la conducta de hundimiento de cabeza en los hoyos era una medida fiable que podia
distinguir entre la actividad locomotora y la exploracion, definiendo esta ultima como
aquellos comportamientos por los cuales el animal adquiere informaciéon de un ambiente
novedoso (File y Wardill, 1975b).

A pesar de su evidente utilidad, esta y otras pruebas similares no han estado exentas
de problemas interpretativos en cuanto a la dimensién conductual que evaluan. En efecto, la
novedad parece activar dos reacciones innatas opuestas: el miedo a la novedad (neofobia) y
la curiosidad o necesidad de exploracion (neofilia), por lo que estas pruebas podrian estar
evaluando también, o alternativamente, la ansiedad de los sujetos. En este sentido, un
nimero considerable de estudios indica que la administraciéon de sustancias ansioliticas
aumentan la frecuencia de aparicién de conductas exploratorias en diversas pruebas basadas
en la exposicion a ambientes nuevos, lo que sugiere que los modelos de busqueda de
novedad podrian ser modelos validos de ansiedad basados en el conflicto que genera la
tendencia natural de los animales a explorar los espacios novedosos y la evitacion de los
mismos por los riesgos que esto podria implicar para su integridad y seguridad (Dantzer,
1987).

Aunque la existencia de un rasgo comportamental referido a la tendencia a la
exploracion de la novedad, independiente de la ansiedad, es aun una cuestion no
completamente dilucidada en la literatura, algunos estudios factoriales basados en la
utilizacion de una amplia bateria de pruebas conductuales han obtenido un factor
independiente de los niveles de ansiedad o actividad, que podria denominarse “exploracion”,

“neofilia” o “busqueda de novedad” (Ibafiez, Avila, Ruiperez, Moro y Ortet, 2008). Este
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comportamiento es bastante estable a través de las diferentes pruebas, lo que sugiere que las
variaciones individuales en estas respuestas conforman un rasgo temperamental determinado
bioldgicamente (Dellu, Mayo, Cherkaoui, Le Moal y Simon, 1992; Piazza et al., 1989). No
obstante, la cuestion de si las pruebas conductuales utilizadas en este contexto miden un
rasgo particular, varios a la vez, o diferentes en cada prueba, es una cuestion que permanece
abierta en el momento actual.

Dada la importancia que tiene el estudio sistematico del rasgo de busqueda de
novedad para la presente Tesis Doctoral, el trabajo que se presenta a continuacion se realizd
con el objetivo de analizar la idoneidad de varias pruebas conductuales para analizar este
rasgo comportamental, tratando de averiguar si las respuestas registradas en las mismas son
estables entre individuos y nos pueden aportar informacion sobre su validez. En concreto, se
selecciond como prueba de referencia el HB en la que los animales son expuestos de manera
forzada a la novedad, y se compar6 con dos pruebas de eleccion libre (Prueba de
Emergencia y Laberinto en Y; véase Dellu, Mayo, Piazza, Le Moal y Simon, 1993) Sobre la
base de la evidencia empirica indicativa de la existencia de un rasgo comportamental de
busqueda de novedad en roedores (Dellu, Piazza, Mayo, Le Moa y Simon, 1996; Pawlak et
al., 2008), esperabamos encontrar correlaciones altas entre las conductas de busqueda de
novedad que exhiben los animales cuando son expuestos a estas tres pruebas, lo que
permitiria validarlas para analizar dicho rasgo temperamental que puede estar intimamente

relacionado con la conducta de consumo de sustancias de abuso.

Método

Sujetos.

En este experimento se emplearon un total de 30 ratas Wistar hembra, de
aproximadamente 5 meses de edad con un peso medio de 248 gramos, que previamente
habian sido expuestas a un procedimiento de aversion condicionada al sabor. Las ratas
tuvieron acceso libre a la comida y bebida durante la duracion del experimento y desde un
mes antes del comienzo del mismo. Las ratas estaban alojadas en cajas de plexiglas
independientes dentro de una habitacion en la que se mantuvo un ciclo de luz-oscuridad de
12 horas, con inicio de la luz a las 8 am. Las sesiones experimentales comenzaron a las 9:30

am.
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Aparatos.

Laberinto en Y. Se trata de un laberinto de plexiglds compuesto de tres brazos
idénticos de 50 x 16 x 32 cm (largo x ancho x alto), con el suelo oscuro y las paredes
transparentes (véase apartado a en la Figura 10).

Prueba de Emergencia. Consiste en una caja de plexiglas dividida en dos
compartimentos idénticos de 27 x 25 x 28 cm (largo x ancho x alto), uno negro (con una
tapa cubriendo su parte superior) y otro blanco sin dicha tapa. Los compartimentos estan
separados por una pared de 0.5 cm de grosor que contiene una puerta permanentemente
abierta de 9 x 9 cm que permite la comunicaciéon entre ambos compartimentos. El
compartimento blanco estuvo iluminado con un flexo equipado con una bombilla de 60
watios colocada a unos 100 cm por encima del aparato (véase apartado ben la Figura 10).

Hole-Board. Consiste en una caja de madera blanca de 66 x 66 x 47 cm (largo x
ancho x alto), que tiene 4 agujeros en el suelo de 3.7 cm de didmetro, y que se encuentran
equidistantes entre ellos. Justo debajo de éstos se colocaron contenedores de plastico que
contenian pequefios objetos metalicos o bolas de cristal parcialmente ocultos en arena o
serrin. El suelo de la caja se encontraba dividido en 16 cuadrados iguales dibujados con
lineas rojas, que definian dos espacios distintos, uno periférico compuesto por los doce
cuadrados que pegaban con las paredes de la caja, y el otro central, compuesto por los cuatro

cuadrados centrales (véase apartado ¢ en la Figura 10).

a) b) c)

Figura 10.Las imagenes indicadas como a), b), y ¢), corresponden a las pruebas Laberinto en Y, Prueba de Emergencia
y Hole-Board, respectivamente.
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Procedimiento.

Cada una de las ratas pas6 por las tres pruebas correspondientes a los aparatos
descritos en el apartado anterior. El orden de exposicion a los distintos aparatos estuvo
contrabalanceado a través de los sujetos. Las distintas pruebas se realizaron en la misma sala
experimental. Las condiciones estimulares de la sala (sonido, iluminacién y claves visuales)
fueron mantenidas constantes durante todo el estudio. Entre la realizacion de una prueba y la
siguiente transcurrieron siete dias para cada una de las ratas.

El entrenamiento en el Laberinto en Y consistié en dos ensayos de cinco minutos
cada uno con un intervalo entre ensayos (ITI) de 2 minutos. En el ensayo 1, uno de los tres
brazos se encontraba bloqueado (de manera contrabalanceada), y por tanto era inaccesible
para el animal. Al comienzo del primer ensayo el animal fue introducido en la parte central
del Laberinto en Y, con la cabeza situada justo de espaldas a la compuerta que bloqueaba el
acceso a uno de los brazo. Una vez finalizado el primer ensayo el animal era retirado del
laberinto e introducido en su casa hogar durante el tiempo establecido como ITI. Asimismo
la compuerta era retirada permitiendo al animal la exploracion del nuevo brazo junto a la de
los brazos que estuvieron abiertos durante el primer ensayo. Transcurridos los dos minutos
dio lugar el segundo ensayo, de duracion 5 minutos, en el que el animal fue introducido en
la misma posicion que la descrita en el ensayo 1. Al final del ensayo el animal fue devuelto
a su caja hogar, y se procedia a la limpieza del laberinto (se extraian las defecaciones y se
removia el serrin). Las medidas que se tomaron en esta prueba fueron: a) latencia de
acicalamiento (grooming) en cada uno de los brazos, definido como el tiempo que
transcurria desde que el animal se introducia en el Laberinto en Y hasta que aparecia por
primera vez la conducta de acicalamiento; b) latencia de aparicion de la conducta de
elevacion en las dos patas delanteras (rearing) en cada uno de los brazos, definido como
tiempo que transcurre desde que el animal se introduce en el Laberinto en Y hasta que
aparece por primera vez la conducta de rearing. En concreto se registrd el tiempo que
transcurri6 hasta que se observo esta conducta en cada uno de los brazos, de manera que se
obtuvieron dos medidas en el ensayo 1 y tres medidas en el ensayo 2; ¢) nimero de cruces
entre los brazos cada minuto, indicando el brazo visitado y el tiempo de permanencia en
cada uno de los brazos; d) nimero de groomings, contabilizados cada minuto, teniendo en
cuenta el brazo en el que ocurre; e) nimero de rearings, contabilizados cada minuto,

teniendo en cuenta el brazo en el que ocurre, y; f) nimero total de defecaciones.
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En la prueba de Hole-Board (HB) los animales fueron probados en una ocasion. Al
comienzo del ensayo se introdujo el animal en una esquina del HB (la esquina més cercana a
la puerta del laboratorio) con la cabeza situada hacia el centro de la caja. Al final del ensayo
el animal fue devuelto a su caja hogar, y se procedi6 a la limpieza de la caja con alcohol al
70%. La duracion del ensayo fue de 5 minutos. Las medidas que se tomaron en esta prueba
fueron: a) latencia de aparicion de la conducta de hundimiento de la cabeza en los agujeros
(head-dipping) definida como el tiempo que transcurre desde que el animal comienza la
prueba en el HB hasta que introduce por primera vez la cabeza en alguno de los agujeros; b)
latencia de grooming; c) latencia de rearing; d) nuimero de cuadrados cruzados; e) namero
de head-dippings, y tiempo empleado en cada uno de ellos, contabilizados cada minuto, y
teniendo en cuenta el nimero del agujero en el que ocurre; f) nimero de groomings,
contabilizados cada minuto, y teniendo en cuenta la posicion del cuadrado en el que ocurre
(central o periférica); g) numero de rearings, contabilizados cada minuto y teniendo en
cuenta la posicion del cuadrado en el que ocurre (central o periférica) y; h) nimero total de
defecaciones.

En la Prueba de Emergencia los animales fueron expuestos a este aparato en un tnico
ensayo de 10 minutos, permitiéndose la exploracion libre de los dos compartimentos. Al
comienzo de cada ensayo se introdujo el animal en el compartimento de luz, con la cara lo
mas cercana posible a la pared opuesta a donde se encontraba situada la puerta que
comunicaba con el otro compartimento. Al final del ensayo el animal fue devuelto a su caja
hogar, y se procedi6 a la limpieza de los dos compartimentos de la caja con alcohol al 70%.
Las medidas que se tomaron en esta prueba fueron: a) latencia de emergencia, definida
como el tiempo que transcurre desde que el animal ha entrado con las cuatro patas en el
compartimento de oscuridad hasta que el animal sale con las cuatro patas al compartimento
iluminado; b) latencia de grooming; c) latencia de rearing; d) niimero de veces cada minuto
que el animal se encuentra en el compartimento de luz, asi como el tiempo que permanece
en ¢l en cada ocasion, €) numero de ocasiones en las que aparece la conducta de grooming,
contabilizados cada minuto en el compartimento de luz; f) nimero de ocasiones en las que
aparece la conducta de rearing, contabilizados cada minuto en el compartimento de luz; y g)

numero total de defecaciones en compartimento de luz.
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Analisis de los datos.

Se utiliz6 el coeficiente de correlacion de Pearson para establecer relaciones lineales
entre las conductas registradas en las distintas tareas por las que pasaron los animales. Con
objeto de facilitar la comprension y presentacion de los mismos s6lo se informan de las
medidas entre aparatos en las que se encontraron correlaciones estadisticamente
significativas. Ademas, se realizaron ANOVAS sobre las conductas cuyas correlaciones
entre aparatos fueron estadisticamente significativas con objeto de evaluar si se produce
decaimiento de la conducta exploratoria conforme transcurre el tiempo en cada uno de los

aparatos. El nivel de significacion elegido fue de p < 0.05.

Resultados

De las distintas medidas observadas en cada uno de los aparatos encontramos que
existian valores de correlacion de Pearson estadisticamente significativos entre la conducta
de head-dipping en el HB y el nimero de entradas en el brazo novedoso del Laberinto en Y
(ensayo 2). Los valores en ambas conductas fueron computados minuto a minuto de manera
que se obtuvieron 5 medidas de head-dipping a partir del registro acumulado minuto a
minuto. De igual manera se obtuvieron 5 medidas relativas a la conducta de entrada en el
brazo novedoso. Como se puede observar en la Tabla 2, de los 25 valores de correlacion
posibles al combinar los registros entre ambas conductas, 18 de ellos resultaron
estadisticamente significativos. Solo el valor de head-dipping registrado durante el primer
minuto no correlaciond con ninguno de los valores de entrada en el brazo novedoso. Por otro
lado, no se declararon correlaciones significativas entre las medidas de head-dipping y la
entrada a los brazos que durante el primer ensayo estuvieron abiertos (s6lo 3 de 50 posibles).
Por ultimo, se observé que la correlacion de Pearson entre las medidas latencia de
emergencia registrada en la Prueba de Emergencia y el numero de head-dippings

acumulados en los cuatro primeros minutos resultd estadisticamente significativa.
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Tabla 2

Coeficientes de Correlacion de Pearson entre las Pruebas de Busqueda de Novedad

Emerg
LabY 2 LabY3 LabY4 LabY5 HB1 HB 2 HB 3 HB 4 HB 5  encia
LabY 1 836(*) ,703(*) ,573(*) ,515(*) ,015 352 ,491(*) A487(*%) ,508(**)  -,125

LabY 2 1 ,913(*) ,846(*) ,807(**) 174  468(**) ,632(*) 532(**)  ,545(*%) -,223
LabY3 1 ,935(*) ,855(**) ,073 ,350 ,555(**)  ,486(**) ,503(™) -137
LabY4 1 931(™) 71 [364(")  ,552(*) A82(*%)  ,487(*) 177
LabY 5 1,292 435(*)  ,575(*) ,458(%) ,449(%) -,180
HB 1 1 .,685(**)  ,593(*) 428(%) ,357 -,128
HB 2 1 ,807(*) J15(%) ,632(*) -,297
HB 3 1 845(")  804(*)  -191
HB 4 1 ,943(™)  -,395()
HB 5 1 -,308
Emergencia 1

Nota: Lab Y 1 hasta Lab Y 5 se refiere al nimero de entradas acumuladas desde el minuto 1 hasta el
minuto 5, respectivamente, en el brazo novedoso del laberinto en Y durante el ensayo 2. HB 1 hasta HB 5
se refiere al nimero de head-dipping acumuladas desde el minuto 1 hasta el minuto 5, respectivamente, en

el Hole-Board. Emergencia se refiere a la latencia transcurrida desde que la rata se introduce por primera
vez en el compartimento oscuro hasta que sale con las cuatro patas al compartimento de luz. ** La
correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Con el objetivo de evaluar si los animales realizaron un mayor niimero de visitas al
brazo novedoso que a los brazos abiertos se registr6é el nimero de entradas en cada uno de
ellos cada minuto durante el ensayo 2. Como se puede observar en la Figura 11 durante los
primeros minutos el nimero de entradas en el brazo novedoso (BN) fue mayor que el

numero de entradas en cada uno de los brazos abiertos (BA1 y BA2).
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Figura 11. Numero de entradas promedio en los brazos abiertos uno, dos y en el brazo novedoso
(BA1, BA2 y BN; respectivamente) registradas en cada uno de los cinco minutos durante el segundo
ensayo en el Laberinto en Y.

Esta primera impresion se vio confirmada por el andlisis estadistico correspondiente.
El ANOVA 3 (brazo del laberinto) x 5 (minutos) mostré que los efectos principales de los
factores brazo y minuto resultaron estadisticamente significativos [F(2, 58) = 29.77, p <
0.0001 y F(4, 116) = 21.95, p < 0.0001; respectivamente]. Mas importante para el objetivo
de este estudio, la interaccion brazo x minuto también resultd estadisticamente significativa;
F (8, 232) = 3.31, p = 0.0013. El anélisis de la interacciéon minuto a minuto arroj6 valores
estadisticamente significativos en los minutos uno, dos y cinco [F(2, 58) = 3.70, p = 0.031;
para el contraste significativo menos favorable], debidos en todos los casos al mayor niimero
de entradas en el brazo novedoso que en los brazos abiertos. Entre los brazos abiertos no
existieron diferencias estadisticamente significativas en ningin minuto.

Por ultimo, evaluamos el posible decaimiento de la conducta de head-dipping en el
HB a lo largo de la sesion. Como se puede observar en la Figura 12 se produjo una

reduccion de esta conducta en el ultimo minuto.
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Figura 12. Numero de Head-Dipping promedio registrado en cada uno de los cinco minutos en el

Hole-Board.

Esta impresion se vio confirmada con el analisis estadistico correspondiente. El
ANOVA 5 (minutos) sobre la conducta de Head-Dipping resultd estadisticamente
significativo, F (4, 116) = 4.13, p = 0.0036. El analisis detallado mostr6 que el numero de
head-dipping se redujo drasticamente en el ultimo minuto, difiriendo con cada uno de los
cuatro primeros minutos de manera estadisticamente significativa [t(29) = 2.17, p = 0.038,
para el contraste significativo menos favorable]. Ninguna de las comparaciones entre los

primeros cuatro minutos arrojo diferencias sensibles.

Discusion

El Estudio 2 fue realizado con el objetivo de validar las pruebas comportamentales
utilizadas para analizar el rasgo conductual de busqueda de novedad. Con este objetivo se
analizaron y compararon conductas relacionadas con el perfil temperamental de busqueda de
novedad en tres pruebas comportamentales: el HB, la Prueba de Emergencia y el Laberinto
en Y, tratando de analizar si dicho perfil constituye un rasgo del comportamiento animal que

permanece estable a través de las pruebas comentadas y con independencia de que éstas se
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basen en situaciones de eleccion libre (Prueba de Emergencia, laberinto en Y) o de eleccion
forzada (HB).

Los resultados obtenidos indicaron que los animales que mostraron mas conductas
exploratorias relacionadas con novedad en el HB (i.e., head dipping) fueron aquellos que
visitaron con mas frecuencia el brazo novedoso del laberinto en Y, asi como los que
mostraron una mayor tendencia a visitar el compartimento iluminado en la Prueba de
Emergencia. Asimismo, se comprobd que, en el laberinto en Y, los sujetos prefirieron visitar
el brazo novedoso en comparacion con los brazos conocidos, y que en el HB la tendencia a
explorar los agujeros decay6 en el Gltimo minuto. Estos resultados ponen de manifiesto la
utilidad de las pruebas comportamentales empleadas en este estudio para analizar
experimentalmente el rasgo conductual de busqueda de novedad.

Las diferencias individuales que muestran los animales en su preferencia por
situaciones novedosas tienen su correspondencia en el ser humano con el rasgo de
personalidad conocido como “busqueda de sensaciones”. Los buscadores de sensaciones son
individuos caracterizados por mostrar un intenso deseo de experimentar experiencias
novedosas, y por una tendencia a asumir riesgos para lograr este tipo de estimulacion
(Driscoll et al.,, 2009). La evaluacion de estos sujetos mediante la Escala de Bisqueda de
Sensaciones de Zuckerman ha permitido proponer la existencia de cuatro factores
relacionados con este perfil de personalidad (Zuckerman, 1979): (a) busqueda de emociones
y aventura (i.e., deseo de realizar actividades fisicas de riesgo); (b) busqueda de experiencia
(i.e., tendencia a buscar nuevas experiencias que estimulen los sentidos, como las drogas de
abuso), mostrando un estilo de vida inconformista; (c) desinhibicidn (i.e., orientacion social-
hedonistica); y (d) susceptibilidad al aburrimiento (i.e., aversion a las actividades rutinarias,
agitacion ante la ausencia de estimulacion variada).

Los estudios realizados en otras especies también sugieren que los animales
inferiores muestran diferencias importantes en su reactividad ante situaciones novedosas,
una conducta que se estudia registrando la cantidad de actividad locomotora y exploratoria
que muestra un animal cuando es expuesto a un ambiente novedoso (Ballaz, 2009). Para tal
fin se emplean pruebas conductuales como el campo abierto (Open field), el Hole Board, el
corredor circular, o bien pruebas basadas en preferencia por un lugar novedoso vs. familiar
(Dellu et al., 1996), procedimientos experimentales que permiten dividir a los animales en
sujetos muy reactivos o poco reactivos ante este tipo de estimulacion. A pesar de su utilidad,
estas pruebas no suelen ser comparadas entre si para poner a prueba su validez, por lo que

los resultados obtenidos en este trabajo constituyen una aproximacion novedosa al estudio
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de este rasgo temperamental, al comparar las respuestas de los animales ante situaciones
novedosas que difieren en su caracter forzado (Hole Board) vs. libre (Prueba de Emergencia,
laberinto en Y), y poner de manifiesto que la mayoria de las respuestas relevantes y
vinculadas con este rasgo correlacionaron entre si a través de las pruebas.

Por otro lado, los animales altamente reactivos a la novedad muestran de forma muy
consistente una mayor tendencia a consumir sustancias de abuso, una tendencia que se
manifiesta, por ejemplo, en mayores tasas de consumo espontineo de etanol y de
autoadministracion de psicoestimulantes, entre otras drogas (Blanchard, Mendelsohn y
Stamp, 2009). Esta conexion entre busqueda de sensaciones y consumo de sustancias parece
depender de la mayor sensibilidad a la recompensa que muestran estos individuos, vinculada
a su vez con ciertas caracteristicas funcionales de sus circuitos de recompensa (Bardo ef al.,
1996). Tales caracteristicas, determinadas genéticamente y moduladas por influencias
ambientales, les harian especialmente vulnerables a desarrollar conductas propias de los
cuadros adictivos. Por consiguiente, el estudio del rasgo de busqueda de novedad en
animales constituye en la actualidad una aproximacion de gran relevancia y utilidad para
explorar las bases psicobiologicas de conductas de gran interés cientifico, como la conducta

adictiva.
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ESTUDIO 3.

Una de las areas mas florecientes de la neurociencia conductual actual se centra en el
estudio de las diferencias individuales a través del empleo de modelos animales, los cuales
nos permiten investigar en qué medida las causas y consecuencias de estas diferencias
individuales determinan el ajuste, la capacidad adaptativa y la vulnerabilidad a la
enfermedad de los individuos. La individualidad se define como un conjunto de rasgos
conductuales y/o fisioldgicos estables que distinguen a unos individuos de otros dentro de
una misma especie estando relacionada con la personalidad en los seres humanos. En
animales inferiores los rasgos mds estudiados han sido la ansiedad, la actividad y la
conducta exploratoria (Gosling, 2001). Estos rasgos pueden estudiarse sistemdticamente
mediante varias aproximaciones metodologicas (véase Pawlak et al., 2008, para revision).
Por ejemplo, se puede recurrir a correlacionar los valores obtenidos en cada individuo con
respecto a una o varias dimensiones conductuales o fisiologicas, tratando de estimar el grado
de relacion entre los mismos. De igual modo, una cohorte de animales puede ser expuesta a
una prueba conductual, dividiendo después a los sujetos de acuerdo con su conducta para
conformar grupos extremos en una poblacion dada. Estos grupos son estudiados
posteriormente en otras dimensiones comportamentales o biologicas. Es posible también
llevar a cabo un procedimiento de crianza selectiva (breeding) basado en el cruzamiento de
aquellos individuos que muestran diferencias extremas en un rasgo o conducta particular,
usualmente relacionada con capacidades de aprendizaje y memoria, activacion psicomotora,
adiccion o emocionalidad. Finalmente, otra aproximacion consiste en comparar la conducta
de animales genéticamente diferentes (por ejemplo diversas cepas consanguineas, cepas
consanguineas vs. no consanguineas, o animales genéticamente manipulados).

Con independencia de la aproximacion elegida, el estudio de los rasgos
comportamentales que caracterizan a los individuos de una especie dada nos permite
estudiar de forma precisa las relaciones sistematicas entre diferentes conductas, y también
entre conductas y funciones bioldgicas, al mismo tiempo que posibilita analizar el grado en
que un comportamiento, con caracteristicas de rasgo o estado, se relaciona con la
susceptibilidad a desarrollar una enfermedad dada (Gosling, 2001; Pawlak et al., 2008). En
relacion con este Ultimo aspecto, son numerosas las evidencias que indican que los animales
que muestran el rasgo de busqueda de novedad mas acentuado son mas sensibles a los
efectos de las sustancias de abuso tales como alcohol, estimulantes y morfina, lo que sugiere

que dicho rasgo puede constituir un factor de vulnerabilidad en los trastornos adictivos
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(Bardo et al., 1996; Conway, Kane, Ball, Poling y Rounsaville, 2003; Fernandez-Teruel,
Driscoll et al., 2002; Pelloux, Costentin y Duterte-Boucher, 2006). Esta relacién también ha
sido identificada en el ser humano con relacion a la dimension de personalidad conocida
como busqueda de sensaciones (Cloninger, Sigvardsson, Przybeck y Svrakic, 1995;
Cloninger y Svrakic, 1998), lo que pone de manifiesto la utilidad de los modelos animales
en este ambito de la investigacion neurocientifica (Blanchard et al., 2009; Carroll et al.,
2009).

Piazza y su grupo de investigacion demostraron en 1989 que las ratas Sprague-
Dawley muestran diferencias importantes en su reactividad o conducta exploratoria cuando
son expuestas a una situacion de exposicion forzada a la novedad, y que estas diferencias se
relacionan con su capacidad para autoadministrarse anfetamina. Utilizando un corredor
circular y exponiendo a los sujetos al mismo durante 2 horas, categorizaron a los animales
en “high responder (HR)” o en “low responder (LR)”, sometiéndolos después al test de
autoadministracion intravenosa del psicoestimulante. En este estudio se comprob6 que sélo
el grupo de HR logr6 desarrollar la conducta instrumental asociada con la
autoadministracion de anfetamina (Piazza et al., 1989, 1990). De modo similar, se hall6 una
relacion positiva entre la magnitud de la respuesta exploratoria a la novedad y la reactividad
a la inyeccion sistémica de cocaina y nicotina, asi como entre la primera de las medidas y el
condicionamiento de preferencia por el lugar inducido por anfetamina (Klebaur y Bardo,
1999; Nadal, Armario y Janak, 2002; Suto, Austin y Vezina, 2001). Estos hallazgos han
llevado a concluir que la propension de un individuo a autoadministrarse anfetamina puede
ser predicha por su reactividad a un ambiente novedoso (Ellenbroek et al., 2005; Kabbaj et
al., 2004; Piazza, Deroche-Gamonent, Rouge-Pont y Le Moal, 2000). Las ratas HR y LR
también han sido sometidas a pruebas de novedad basadas en eleccion libre, tales como el
laberinto en Y, el test de emergencia y el laberinto radial de 16 brazos. En concreto, Dellu et
al. (1993) observaron que el grupo HR visitaba el brazo novedoso de un laberinto en Y con
mas frecuencia que el grupo LR, a pesar de que el numero total de visitas a los tres brazos
era mayor en este ultimo grupo. Del mismo modo, las ratas HR mostraron una latencia de
emergencia menor en comparaciéon con las ratas LR, visitando antes el compartimento
iluminado en una caja de luz/oscuridad y mostrando, asi, menos conductas ansiosas y de
evitacion de los ambientes novedosos. Finalmente, los animales del grupo HR realizaron
mas visitas de menor tiempo en el laberinto radial de 16 brazos, visitando mas los brazos

novedosos que el grupo LR. Estos hallazgos comportamentales reflejan la expresion de un
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rasgo que, en opinion de los autores, es comparable al rasgo de busqueda de sensaciones en
el ser humano (Dellu et al., 1996).

Las diferencias comportamentales halladas en estos animales en relacion con la
conducta exploratoria ante la novedad, las respuestas de ansiedad y la tendencia a
autoadministrarse sustancias de abuso se acompanan de diferencias basales e inducidas por
estrés social en la expresion de genes vinculados con los circuitos cerebrales que regulan la
conducta emocional y las respuestas de estrés, tales como el gen de los receptores de
glucocorticoides y el de la CAM-KIIb en el hipocampo, o el gen del factor liberador de la
adrenocorticotropa en la amigdala, que aparecen expresados en mayor grado en el grupo LR
en comparacion con el HR (Kabbaj, Devine, Savage y Akil, 2000; Kabbaj et al., 2004).

Otro modelo animal utilizado en este ambito se basa en las diferencias que muestran
las ratas Wistar en sus conductas de rearing cuando son expuestas a la prueba de campo
abierto (open field). Los grupos extremos que se obtienen con esta aproximacion
experimental son los llamados high rearing activity (HRA) y low rearing activity (LRA),
respectivamente (Thiel, Muller, Huston y Schwarting, 1999), los cuales muestran también
diferencias en sus conductas de rearing cuando son sometidos al test de reconocimiento de
objetos novedosos (Pawlak y Schwarting, 2002). Estos animales, ademads, presentan
diferencias significativas en su reactividad conductual a la administracion de sustancias de
accion colinérgica como la escopolamina o la nicotina, asi como en su actividad
dopaminérgica estriada, lo que sugiere la existencia de diferencias neuroquimicas que
podrian explicar sus rasgos conductuales divergentes (Pawlak y Schwarting, 2005; Thiel et
al., 1999).

Por su parte, Harro y su grupo de investigacion han desarrollado un modelo que
distingue entre animales (ratas Wistar y Sprague-Dawley) con baja exploracion (low
exploratory, LE) y con alta exploracion (high exploratory, HE) utilizando una prueba de
novedad basada en la presentacion de tres objetos novedosos y un alimento familiar. Como
indice de exploracion se utilizan diversas medidas conductuales, tales como la actividad
horizontal y vertical y la exploraciéon de los objetos novedosos, diferenciando entre la
exploracion global del ambiente vs. la de elementos particulares del mismo (Harro, Oreland,
Vasar y Bradwejn, 1995). Las diferencias comportamentales halladas entre estos grupos
parecen estar relacionadas con su actividad monoaminérgica, habiéndose encontrado niveles
extracelulares de dopamina en el estriado mas elevados en el grupo HE en comparacion con
el grupo LE, tanto en condiciones basales como en respuesta a la administracion de

anfetamina (Alttoa, Eller, Herm, Rinken y Harro, 2007).
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Es posible también seleccionar a los animales en funcién de su respuesta ante la
administracién de un compuesto farmacologico relacionado con las vias neuroquimicas que
determinan la conducta exploratoria y adictiva. Un ejemplo de esta aproximacion lo
constituyen las ratas denominadas “susceptibles a la apomorfina” (APO-SUS) vs. “no
susceptibles a la apomorfina” (APO-UNSUS), las cuales (derivadas de las ratas Wistar) se
seleccionan en funcion de la persistencia que muestran en su respuesta de estereotipia
(>500/45 minutos) ante la administracion de este agonista dopaminérgico D1/D2 en dosis de
1-5 mg/kg (Cools, Brachten, Heeren, Willemen y Ellenbroek, 1990; Ellenbroek et al., 2000).
Las ratas APO-SUS tienen un perfil comportamental comparable a las ratas HR en la prueba
de campo abierto, muestran una respuesta de sobresalto mas acentuada y de inhibicion de
prepulso mas inhibida en relacion con las APO-UNSUS, mientras que estas ultimas
presentan una mejor ejecucion en la tarea de evitacion activa en dos sentidos y bajos niveles
basales de actividad locomotora (Ellenbroek et al, 2005). En afios recientes se ha
investigado si estas cepas de animales difieren también en la autoadministracion de
sustancias de abuso, comprobandose que, en comparacion con la cepa APO-SUS, la cepa
APO-UNSUS: a) consume mas alcohol en procedimientos de eleccion agua/alcohol,
siempre que la dosis utilizada oscile entre el 4 y el 10% (Sluyter, Hof, Ellenbroek, Degen y
Cools, 2000); y b) se autoadministra mds cocaina en pruebas de autoadministracion
intravenosa convencionales (van der Kam, Coolen, Ellenbroek y Cools, 2005). Estas
diferencias comportamentales se acompafian de importantes divergencias en el sistema
nervioso central y periférico, y en el sistema endocrino e inmunologico (véase Pawlak ef al.,
2008, para revision), mostrando ademads diferencias importantes en la expresion de genes
tales como el Aph-1b, un gen que podria regular la velocidad de desarrollo cuya relacion
con la conducta adictiva se desconoce en la actualidad (Ellenbroek et al, 2005, para
revision).

Por otro lado, algunos grupos de investigacion han desarrollado cepas de animales
con diferencias extremas en conducta exploratoria ante la novedad mediante procedimientos
de cruzamiento selectivo. Asi, por ejemplo, el grupo de Akil ha iniciado recientemente un
protocolo de breeding utilizando a los animales HR y LR a partir de una colonia de ratas
Sprague-Dawley (denominados HR-bred y LR-bred). Los sujetos fueron diferenciados
sumando la actividad locomotora horizontal y las conductas de rearing registradas en una
caja de actividad novedosa durante 60 minutos. Los resultados indican que el fenotipo es
heredable, dado que las medidas de busqueda de novedad y otras conductas emocionales y

de reactividad a estimulos reforzantes permanecen estables y diferenciadas en cada cepa
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(tanto en machos como en hembras), lo que indica que estos rasgos comportamentales estan
en gran parte determinados genéticamente (Ballaz, 2009; Davis, Clinton, Akil y Becker,
2008; Stead et al., 2006; Turner, Flagel, Clinton, Akil y Watson, 2008).

Aunque las ratas RHA y RLA fueron inicialmente seleccionadas en funcion de sus
diferencias extremas en conducta emocional (estimada por su capacidad para adquirir la
respuesta de evitacion activa de dos sentidos), son numerosas las evidencias que indican que
este cruzamiento selectivo ha provocado la segregacion de otros rasgos comportamentales
relevantes, tanto en la variedad no consanguinea como en la consanguinea. Estos rasgos se
relacionan con impulsividad, estilo de afrontamiento ante ambientes novedosos y
vulnerabilidad a la adiccion. En concreto, estudios recientes han encontrado que cuando las
cepas consanguineas son expuestas a tareas de impulsividad como la polidipsia inducida por
programa, la tarea de descuento por demora y la tarea de tiempo de reaccion serial con 5-
elecciones, la cepa RHA-I muestra mayores indices de impulsividad que la RLA-I,
ingiriendo una mayor cantidad de agua, eligiendo un menor niimero de veces la recompensa
demorada y mostrando un pobre control inhibitorio (Moreno et al., 2010). En relacion con la
variedad no consanguinea, los resultados parecen equivalentes. Asi, durante la adquisicion
una respuesta instrumental bajo condiciones de reforzamiento diferencial de tasas bajas
(DRL-20), la cepa RHA muestra una mayor tendencia a la impulsividad, dada su pobre
capacidad para inhibir conductas irrelevantes (Zeier et al., 1978). Asimismo, de un modo
similar a lo observado en los seres humanos que presentan altas puntuaciones en el rasgo de
personalidad de busqueda de sensaciones, la cepa RHA presenta una amplitud aumentada en
el componente P1 de los potenciales evocados visuales que se registran en respuesta a la
presentacion de flashes de luz de intensidades crecientes (Siegel et al, 1993). Estos
resultados referentes a la impulsividad podrian tener gran relevancia en relacion con el
consumo de sustancias de abuso, dado que se ha comprobado que aquellos animales que
muestran mas impulsividad en la tarea de descuento por demora se autoadministran mas
etanol, cocaina y nicotina, siendo ademas mas proclives a las recaidas (véase Carrol et al.,
2009, para revision).

Por otro lado, la cepa RLA muestra un estilo de afrontamiento mas pasivo cuando es
expuesta a situaciones amenazantes relacionadas con novedad, mientras que la cepa RHA
despliega en las mismas situaciones una gran variedad de conductas dirigidas a explorar
activamente su ambiente, lo que sugiere que esta cepa constituye un modelo animal de gran
utilidad para investigar el rasgo de busqueda de novedad desde una perspectiva

psicobiologica. En concreto, estos animales (tanto la variedad consanguinea como la no
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consanguinea) muestran mas conductas exploratorias en el HB, especialmente cuando
debajo de los agujeros se colocan objetos novedosos y se registra el nimero de head dips
(Escorihuela et al., 1999; Fernandez-Teruel et al., 1992; 2002, Steimer, Escorihuela,
Fernandez-Teruel y Driscoll, 1998). En una linea similar, la exposicion de las cepas no
consanguineas a una version de la prueba de campo abierto realizada sin iluminacioén
ambiental (tedricamente menos estresante que los procedimientos convencionales) mostro la
existencia diferencias significativas en deambulacion (més frecuente en la cepa RHA/Verh
en relacion con la RLA/Verh), pero no en el niimero de defecaciones, una medida mas
relacionada con reactividad emocional que con busqueda de novedad (Fernandez-Teruel et
al., 1992). Asimismo, la exposicion de las cepas a una prueba de hiponeofagia indic6 que,
durante el registro de las medidas de linea base (que requeria desplazar levemente la jaula
hogar y la presencia del experimentador) la cepa RLA-I tardd6 més tiempo en comenzar a
comer y permanecié menos tiempo ingiriendo que la RHA-I (Escorihuela ef al., 1999).
Pisula (2003), por su parte, utilizd un procedimiento para reducir el componente de estrés
que con frecuencia acompafia a las situaciones novedosas. En concreto, expuso
repetidamente a ratas RHA/Verh y RLA/Verh machos y hembras a una caja experimental
dividida en tres secciones. Una vez habituadas a este procedimiento, introdujo un
componente novedoso en dos de las tres secciones del aparato (basado en la reorganizacion
espacial y visual de la disposicion de los objetos presentes en las mismas), midiendo
actividades conductuales tales como andar, oler el suelo, contacto directo con los objetos,
tiempo de estancia en cada seccion, etc. La introduccion de novedad aumentd la frecuencia
de conductas dirigidas a explorarla en todos los animales, si bien este aumentd fue
significativamente mayor en la cepa RHA/Verh en comparacion con la RLA/Verh, sobre
todo en los machos. Dicho aumento fue observado especificamente en relacion con la
novedad inducida por cambios en la disposicion espacial de los objetos, mas que con
modificaciones visuales en los mismos. Estos resultados fueron interpretados por el autor
como reflejo de las diferencias que muestran estas cepas en el rasgo de busqueda de
novedad, y no por su reactividad emocional divergente (Pisula, 2003).

Finalmente, las ratas Romanas muestran también diferencias importantes en su
sensibilidad y reactividad a las sustancias de abuso, asi como en su tendencia a
autoadministrarse dichas sustancias (véase Giorgi et al., 2007, para revision). Como ya se ha
comentado en esta Tesis Doctoral, las ratas RHA manifiestan una mayor respuesta
conductual ante sustancias tales como apomorfina, anfetamina, cocaina y morfina (Corda et

al, 2001; Driscoll et al, 1986; Durcan et al, 1984; Giménez-Llort et al, 2005; Giorgi et al.,
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1997; Lecca et al., 2004), desarrollando una sensibilizaciéon en su respuesta locomotora
cuando son tratadas cronicamente con psicoestimulantes y opidceos que no se observa en las
RLA (Corda et al., 2005; Giorgi et al., 2005b; Giorgi et al., 2007; Piras et al., 2003).
Asimismo, las ratas RHA/Verh consumen cantidades de etanol y presentan tasas de
preferencia por esta sustancia significativamente superiores a las mostradas por las ratas
RLA-I/Verh (Fernandez-Teruel, Driscoll et al., 2002; Giorgi et al., 1997), un hallazgo que
ha sido también observado en esta Tesis Doctoral con respecto a las cepas consanguineas
(véase experimento 1).

Si bien estos resultados sugieren que las ratas RHA y RLA constituyen un modelo
animal de gran utilidad en el estudio del rasgo de busqueda de novedad y la vulnerabilidad
al abuso de drogas, en el momento actual no existen estudios que hayan puesto en relacion
directa estos dos aspectos en las cepas Romanas consanguineas. Fernandez-Teruel, Driscoll
et al. (2002) hallaron, en las cepas no consanguineas, correlaciones significativas entre el
numero y tiempo de head dipping registrado en el HB y el consumo total acumulado de
etanol, registrado en una prueba de eleccion agua/alcohol (10%) de cuatro dias de duracion.

Por otro lado, son muy escasos los estudios dirigidos a analizar la relacion existente
entre las conductas de preferencia por novedad en situaciones de eleccion libre y los
patrones de consumo de sustancias de abuso. En este sentido, la preferencia por novedad
correlaciona con el consumo oral de soluciones de anfetamina y de morfina, asi como con la
preferencia por un lugar asociado con dichas sustancias, pero no muestra relacion alguna
con los efectos psicomotores inducidos por la inyeccion de anfetamina, ni tampoco con los
patrones de autoadministracion de la misma (véase Pelloux et al., 2006, para revision).

Por todo ello, seria relevante comprobar en qué medida la reactividad de las ratas
RHA-I y RLA-I a ambientes novedosos (en condiciones tanto de eleccion libre como
forzada) se relacionada con las conductas de consumo voluntario de etanol. Esta cuestion se
aborda en el experimento que se presenta a continuacion, que tuvo como objetivo principal
analizar el comportamiento de las ratas RHA-I y RLA-I en tres pruebas de novedad (HB,
laberinto en Y y test de emergencia) y relacionar su ejecucion con los patrones de consumo
voluntario de etanol registrados mediante un procedimiento de eleccion agua/alcohol basado
en la presentacion de dosis crecientes de esta droga (2, 4, 6, 8 y 10%). Sobre la base de los
resultados revisados en las lineas anteriores, asi como de los datos obtenidos en nuestro
laboratorio, se podrian establecer las siguientes hipotesis y sus correspondientes
predicciones: (a) las ratas RHA-I muestran una mayor tendencia a explorar ambientes

novedosos en comparacion con las RLA-I, y estas diferencias se pondran de manifiesto en
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las tres pruebas de novedad utilizadas en el presente estudio; (b) las ratas RHA-I tienden a
consumir mas alcohol que las RLA-I, por lo que en la prueba de consumo voluntario estos
animales consumiran cantidades mas elevadas de esta sustancia en relacion con las RLA-I,
con independencia de que prefieran agua o alcohol; (c) aquellos animales que sean mas
propensos a explorar ambientes novedosos serdn los que consuman mas alcohol, un

resultado que nos permitird poner en relacion directa estos rasgos comportamentales.

Método

Sujetos

Se utilizaron 48 ratas macho (24 RHA-I y 24 RLA-I) procedentes de la Universidad
Autonoma de Barcelona. Las ratas tenian 4 meses de edad y un peso medio aproximado de
380 gramos al inicio del experimento. Los animales fueron colocados individualmente en su
jaula hogar y tuvieron libre acceso a agua y comida. La temperatura del estabulario se
mantuvo constante (entre 22 y 23 °C). Los ciclos de luz y oscuridad fueron de 12 horas y el
inicio del periodo de la luz tuvo lugar a las 8:00 horas. Las pruebas de novedad se
realizaron durante el ciclo de luz, entre las 9:30 y las 13:30 horas. La exposicion al alcohol
se realizo en sesiones de 24 horas, y el registro de las variables dependientes se llevo a cabo

entre las 9.00 y las 12.00 horas.

Aparatos y procedimiento

Para la realizacion de este experimento se utilizaron los mismos aparatos, y con las
mismas caracteristicas, que los empleados en los Experimentos 1 y 2 sobre consumo de
etanol y busqueda de novedad, respectivamente. Cada una de las ratas pas6 por las tres
pruebas correspondientes de busqueda de novedad de manera contrabalanceada, y una vez
finalizada esta primera parte los animales fueron sometidos a la prueba de preferencia por el
alcohol. Todos los aparatos (a excepcion de la prueba de preferencia por el alcohol)
estuvieron situados en la misma sala experimental. Las condiciones estimulares (sonido,
iluminacion y claves visuales) fueron mantenidas constantes durante todo el experimento.
Entre la realizacion de una prueba y la siguiente transcurrieron siete dias.

El procedimiento seguido en cada una de las pruebas de busqueda de novedad fue
idéntico al desarrollado en el Experimento 2, salvo en lo que se refiere a la duracion de cada

uno de los ensayos en el laberinto en Y, que paso de cinco minutos en el Experimento 2 a
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seis minutos en el Experimento 3. Asimismo, la duracioén de la prueba en el HB se modifico
de cinco a seis minutos.

El procedimiento para medir el consumo de etanol fue idéntico al empleado con los
grupos de aclimataciéon al alcohol en el Experimento 1, con la salvedad de que la

concentracion de alcohol al 10% estuvo disponible s6lo 4 dias.

Variables dependientes y analisis estadisticos

Las medidas registradas en cada una de las pruebas fueron las mismas que las
recogidas en cada una de las tareas de los Experimentos 1 y 2. Cada una de las variables
registradas en las pruebas de busqueda de novedad se analizé a partir de contrastes de
medias para muestras independientes. Asimismo, se llevd a cabo un andlisis de varianza
(ANOVA) con los datos registrados en la prueba de preferencia por etanol, en la que se
consider6 tanto la variable cepa como las diferentes concentraciones de etanol. Por ultimo,
se calculo el coeficiente de correlacion de Pearson para establecer relaciones lineales entre
las puntuaciones obtenidas en las distintas tareas de busqueda de novedad y los valores de
consumo de alcohol. Con objeto de no distraer la atencion del lector con datos irrelevantes,
solo se han informado los resultados de las conductas que resultaron estadisticamente
significativos. Del mismo modo, sdlo se informa de las correlaciones entre las medidas que
resultaron estadisticamente significativas en las pruebas de novedad y los distintos valores

de preferencia por el etanol. El nivel de significacion estadistica se estableci6 en p<0.05.

Resultados

Hole-Board

Como se puede observar en la parte superior de la Figura 13, las ratas RHA-I
mostraron un mayor numero de head-dippings en comparacion con la cepa RLA-I,
invirtiéndose este patron cuando la conducta registrada se refiere a la frecuencia de
groomings (apartados a y b, respectivamente). En la parte inferior de la Figura 13 aparece
representada la duracion promedio de las conductas de head-dipping y rearing en cada una
de las cepas (apartados c y d, respectivamente). Como se puede observar, el patron de
resultados encontrados se invierte, siendo la cepa de ratas RHA-I la que muestra una mayor
duracién de head-dipping, y las ratas de la cepa RLA-I las que muestran una mayor duracién

de rearings. Estas primeras observaciones se vieron confirmadas por los analisis estadisticos
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oportunos. Asi, los contrastes de medias para muestras independientes realizados de manera
independiente para las conductas frecuencia de head-dipping, frecuencia de grooming,
duracién de head-dipping y duracion de rearing mostrod que el efecto de la variable cepa fue
estadisticamente significativo para cada una de estas medidas [t(46)=3.08, p=0.003;

t(46)=2.89, p=0.006; t(46)=2.67, p=0.01; t(46)=2.52, p=0.015; respectivamente].
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Figura 13. Distintas medidas de busqueda de novedad registradas en el Hole-Board. En la parte
superior se muestra para cada cepa de ratas el n° promedio de conductas de head-dipping y de grooming
(apartados a y b, respectivamente). En la parte inferior se muestra para cada cepa la duracion de las
conductas de head-dipping y de rearings (apartados c y d, respectivamente).
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La Figura 14 muestra la actividad promedio de cada una de las cepas medida a partir
del numero de cruces realizados por cada rata entre los 16 cuadrantes en los que fue dividido
el suelo del HB. Como se puede observar, la actividad de la cepa RHA-I fue
aproximadamente el doble de la mostrada por la cepa RLA-I. El contraste de medias para

muestras independientes realizado para esta medida asi lo confirmo, t(46)=5.48, p<0.0001.
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Figura 14. Actividad registrada en el Hole-Board en cada una de las cepas de ratas a partir del
cruce entre los cuadrantes en los que fue dividido el suelo de este aparato.

Laberinto en Y

Durante el primer ensayo, en el que uno de los tres brazos del laberinto se encontraba
cerrado, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las cepas en las
distintas medidas registradas. Fue en el segundo ensayo en el que las cepas exhibieron una
conducta diferente en esta prueba. Como se puede observar en la Figura 15, tanto el nimero
medio de entradas en el brazo novedoso como el tiempo invertido en el mismo fue superior
en la cepa de ratas RHA-I en comparacion con las ratas RLA-I (partes a y b de la Figura 15,
respectivamente). El contrate de medias para muestras independientes realizado de manera
independiente para las conductas frecuencia de entrada en el brazo novedoso y tiempo de
permanencia en dicho brazo mostré que el efecto de la variable cepa fue estadisticamente
significativo para la medida tiempo de permanencia [t(46)=2.41, p=0.02], asi como para el

factor frecuencia de entrada registradas durante el primer minuto [t(46)=3.38, p=0.001].
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Figura 15. Distintas medidas de busqueda de novedad registradas en el laberinto en Y. En la parte
izquierda se muestra para cada cepa de ratas el n° promedio de entradas registradas durante el primer
minuto en el brazo novedoso en el segundo ensayo en este aparato. En la parte de la derecha se muestra
para cada cepa el tiempo medio de estancia total en el brazo novedoso durante el segundo ensayo.

Consumo voluntario de etanol

Como indicamos en el Estudio 1, la medida de preferencia ofrece la ventaja de
aportar informacion relativa a en qué medida las concentraciones de etanol resultan
apetitivas, al mismo tiempo que evita determinadas interpretaciones alternativas que
requeririan de nuevos analisis para ser descartadas (i.e., que una cepa consuma mayor
cantidad de liquido que la otra, independientemente del liquido que se trate). Estas razones,
asi como un patron de resultados similar al obtenido con la medida de ingesta de alcohol
(salvo lo que se indique mas adelante) nos llevo a informar sélo de la variable preferencia.
Como se puede observar en la Figura 16, las ratas parecen mostrar preferencia por el alcohol
hasta concentraciones del 4%. Concentraciones de etanol por encima del 4% llevan a una
preferencia por el agua en comparacion con el consumo de alcohol en los dos grupos.
Asimismo, se observa una mayor preferencia por el etanol en la cepa de ratas RHA-I en

cada uno de los valores de concentraciéon manipulados en este estudio.
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Figura 16. Preferencia en cada cepa de ratas por el etanol medido como el consumo real de etanol menos
el consumo esperado de etanol. El consumo esperado se calcula a partir de la cantidad total de etanol mas
la cantidad total de agua ingerida por cada animal dividido entre dos. Los valores 2%, 4%, 6%, 8% y 10%
se refieren al valor de la concentracion de etanol en agua.

Estas impresiones se vieron confirmadas por los andlisis estadisticos realizados. En
efecto, el ANOVA grupo (RHA-I vs. RLA-I) x valores de concentracion de etanol (2%,
4%, 6%, 8% y 10%) mostré que el efecto principal de las variables Grupo y Valores de
concentracion de etanol resultaron estadisticamente significativos [F(1, 46)=44.45,
p<0.0001; F(4, 43)=94.42, p<0.0001, respectivamente]'. La interaccién grupo x valores de
concentracion de etanol también resultd estadisticamente significativa, F(4, 43)=2.74,
p=0.041. El analisis detallado de la interaccion mostré que las diferencias en preferencia
entre las cepas fue marginalmente significativo para el valor de la concentracion 2%
[t(46)=2.002, p=0.051] y estadisticamente significativas para el resto de los valores de
concentracion de etanol [t(46)=3.95, p<0.0003, para el contraste entre cepas que presenta un
valor de p mas alto]. En lo que se refiere a los datos encontrados con la medida consumo
total de alcohol, los resultados fueron similares, con la salvedad de que para la

concentracion de etanol del 2% el contraste entre cepas fue menor [t(46)=0.49, p=0.63]

! Los valores de F informados corresponde a Lambda de Wilks al incumplir el factor Valores de concentracion
la prueba de esfericidad de Mauchly.
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Correlaciones busqueda novedad/consumo alcohol

Con el objetivo de evaluar en qué medida el rasgo comportamental de busqueda de
novedad se relaciona con el consumo espontaneo de alcohol, se realizé un andlisis con el
coeficiente de correlacion de Pearson, en el que se introdujeron sélo las medidas de
busqueda de novedad entre las que se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las cepas de ratas Romanas, asi como los diferentes valores de preferencia por las
concentraciones de etanol presentadas.

Como se puede observar en la Tabla 3, los valores de correlacion que resultaron
estadisticamente significativos se encuentran todos en la direccidon propuesta en nuestras
hipotesis. Se registraron valores positivos de correlacion entre el numero de head-dippings y
los datos de preferencia por la concentracion al 10%. Asimismo, fueron positivos los valores
de correlacion obtenidos entre el nimero de cruces en el HB y las preferencias por las
concentraciones al 6%, 8% y 10%. En lo que se refiere al laberinto en Y, también se
registraron valores positivos en las correlaciones obtenidas en cada una de las medidas
registradas (nimero de entradas al brazo novedoso y permanencia en el brazo novedoso) en
relacion con los valores de concentracion al 6% y al 8%. Estas correlaciones positivas ponen
de manifiesto la existencia de una relacion lineal directa que sugiere que los animales que
desplegaron mas conductas exploratorias en las pruebas de novedad también mostraron una
mayor preferencia por el etanol. Del mismo modo, los valores negativos obtenidos para las
correlaciones entre las variables nimero de groomings en el HB y la preferencia por la
concentracion al 4%, asi como entre la duracion de la conducta de rearings y esa misma
concentracion, van en la direccion apuntada en nuestras hipdtesis, dado que los animales
que exhiben un mayor numero de conductas incompatibles con la busqueda de sensaciones y
mas relacionadas con ansiedad (en este caso grooming y exploracion/estancia —rearing- de

la zona externa del HB) muestran una menor preferencia por el etanol.
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Tabla 3

Coeficientes de Correlacion de Pearson entre las Pruebas de Busqueda de Novedad

Valores de la concentracion de etanol en agua

HOLE-BOARD
4% 6% 8% 10%
N° de conductas
Head-dipping 0,339(*)
Grooming -0,287(*)
Cruces 0,592(**) 0,479(**) 0,502(**)

Duracion

Head-dipping
Rearing -0,305(*)

LABERINTO ENY
N° de entradas
Brazo novedoso 0,441(**) 0,314(**)
Permanencia
Brazo novedoso 0,420(**) 0,415(*%)

Nota: ** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).* La correlacion es significante al nivel
0,05 (bilateral).

Discusion

El presente experimento tuvo como objetivo fundamental analizar el comportamiento
de las ratas RHA-I y RLA-I en tres pruebas de novedad (Hole-Board, laberinto en Y, test de
emergencia) y relacionar su ejecucion con los patrones de consumo voluntario de etanol
registrados mediante un procedimiento de eleccidon agua/alcohol basado en la presentacion
de dosis crecientes de esta droga (2, 4, 6, 8 y 10%). Esperabamos encontrar una relacién
positiva entre estos dos rasgos comportamentales, en una linea similar a lo observado en las
cepas Romanas no consanguineas (Fernandez-Teruel, Driscoll et al., 2002), asi como en
otras cepas de animales genéticamente seleccionados sobre la base de sus diferencias en
reactividad a la novedad (p.ej. Davis et al, 2008). Los resultados indicaron que, en
comparacion con la cepa RLA-I, la cepa RHA-I mostré més conductas relacionadas con la
exploracion activa de ambientes novedosos, tanto en condiciones de exposicion forzada
como de eleccion libre. Asi, en el HB estos animales mostraron una mayor frecuencia y

duracién de head-dippings, asi como un mayor nimero de cruces, mientras que en el
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laberinto en Y estos animales permanecieron mas tiempo y visitaron con mas frecuencia el
brazo novedoso. En la prueba de emergencia, sin embargo, no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre las cepas. Asimismo, en la prueba de consumo
voluntario de etanol se comprobd que con todas las dosis utilizadas las ratas RHA-I
presentaron valores de preferencia por la sustancia superiores a los registrados en la cepa
RLA-I, hallandose correlaciones significativas entre estos valores y algunas medidas de
busqueda de novedad, como el numero de head-dippings (con respecto a la dosis del 10%),
y la frecuencia y tiempo de estancia en el brazo abierto del laberinto en Y (en relaciéon con
las dosis del 6% y el 8%). Estos hallazgos van en la misma linea que los obtenidos en
estudios anteriores y sugieren que las ratas RHA-I y RLA-I constituyen un modelo animal
que puede ser de utilidad para analizar el rasgo comportamental de busqueda de novedad y
su relacion con el consumo/preferencia por alcohol.

En primer lugar, los resultados obtenidos en relacion con el HB son comparables a
los hallados en estudios previos, tanto con cepas consanguineas como no consanguineas, al
menos en relacion con la variable dependiente mas directamente relacionada con el rasgo de
busqueda de novedad (head-dipping). Escorihuela et al. (1999) observaron que las ratas
RHA-I (procedentes de la décima generacion de un programa de cruzamiento selectivo
iniciado en la Universidad Auténoma de Barcelona) mostraban mas conductas exploratorias
que las ratas RLA-I en este test. En concreto, cuando la prueba se realiz6 sin colocar objetos
bajo los agujeros, la cepa RHA-I mostr6 méas ambulacion y rearings que la RLA-I. La
frecuencia y duracion de los head-dippings aument6 significativamente en ambas cepas al
colocar los objetos, debido basicamente al marcado aumento en dichas conductas observado
en la cepa RHA-I. Estos resultados son similares a los obtenidos con ratas Romanas no
consanguineas (Fernandez-Teruel et al, 1992; Fernandez-Teruel, Driscoll et al., 2002;
Steimer et al., 1998), lo que sugiere que el rasgo de busqueda de novedad se mantiene
estable en ambos tipos de animales. En apoyo de esta afirmacion, y en concordancia con
Escorihuela ef al. (1999), en el presente experimento se observd una mayor frecuencia y
duracién de los head-dippings, asi como mas ambulacion (medida a través del calculo del
numero de cruces). Sin embargo, en relacion con la variable “tiempo de rearing” los
resultados apuntan en la direccion contraria, dado que fue la cepa RLA-I la que mostro
valores mas elevados en dicha variable en comparacién con la RHA-I. Aunque de forma
especulativa, estos datos podrian deberse a que la cepa mas emocional (RLA-I) tenderia a
evitar la zona central del aparato y a permanecer mas tiempo en las zonas protegidas por

paredes, donde es mas habitual observar conductas de rearing. Asimismo, el hecho de que

71



esta cepa presentara una mayor frecuencia de groomings se relacionaria con el caracter
ansidogeno que las experiencias de novedad tienen para estos animales, dado que esta
conducta es considerada como una actividad de desplazamiento que aparece en situaciones

de conflicto relacionadas con ansiedad (Fernandez -Teruel et al., 1997).

Por otro lado, en el presente experimento se analizdO por primera vez el
comportamiento de las ratas RHA-I y RLA-I en dos pruebas basadas en eleccion
libre/preferencia por novedad: el laberinto en Y y la prueba de emergencia, lo que nos
permitié ampliar la caracterizacion fenotipica de estos animales en relacidon con este rasgo
comportamental. Los resultados apoyaron parcialmente nuestras hipotesis y predicciones,
dado que en el laberinto en Y la cepa RHA-I mostré una mayor frecuencia y tiempo de
estancia en el brazo novedoso en relacion con la RLA-I, un resultado similar al observado
con otras cepas de animales, tales como las HR vs. LR (Dellu ef al., 1993). Sin embargo, en
la prueba de emergencia no se hallaron diferencias significativas en ninguna de las variables
dependientes registradas, un resultado que no concuerda con lo obtenido en estudios previos
realizados en nuestro laboratorio, en los que se hallaron diferencias significativas entre las
cepas en relacion con el numero de cruces y la latencia de emergencia (Cuenya et al., 2010).
Estos datos resultan también algo sorprendentes si se tienen en cuenta los resultados
presentados en el Estudio 2 de esta Tesis Doctoral, en el que se comprobd que los animales
(ratas Wistar hembra) que mostraban mas conductas de busqueda de novedad en el HB y el
laberinto en Y eran los que presentaban una menor latencia de emergencia. Se hace
necesario, por tanto, replicar estos estudios y utilizar animales del mismo sexo antes de
poder llegar a una conclusion definitiva sobre la utilidad de la prueba de emergencia para
estudiar el rasgo de busqueda de novedad en las ratas Romanas.

Finalmente, los resultados obtenidos con respecto a los patrones de
consumo/preferencia por alcohol indican, en concordancia con los datos presentados en el
Estudiol de esta Tesis Doctoral, que la cepa RHA-I consume mas alcohol que la RLA-I
cuando se utilizan diferentes concentraciones de la droga (2, 4, 6, 8, 10%), si bien a partir
del 6% (para la cepa RLA-I) y del 8% (para la RHA-I) estas dosis resultan aversivas para
ambas cepas. Estos hallazgos concuerdan con lo obtenido en estudios previos con respecto a
las cepas no consanguineas (Fernandez-Teruel, Driscoll et al., 2002; Giorgi et al., 1997,
Razafimanalina et al., 1996) lo que sugiere que la variedad consanguinea de ratas Romanas
puede ser también un modelo animal valioso para estudiar la conducta adictiva y su relacion

con el rasgo de busqueda de novedad. En apoyo de esta afirmacion, se obtuvieron
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correlaciones significativas entre los indices de preferencia por distintas dosis de etanol y
respuestas exploratorias registradas en el Hole-Board y el laberinto en Y, tales como niimero
de head-dippings (dosis del 10%), numero de cruces (dosis del 6, 8 y 10%), nimero de
entradas al brazo novedoso y tiempo de estancia en el mismo (dosis del 6 y 8%). Estos
resultados coinciden y amplian los datos obtenidos en experimentos realizados con las cepas
Romanas no consanguineas, donde se hallaron correlaciones significativas entre el numero y
tiempo de head dipping registrado en el HB y el consumo total acumulado de etanol,
registrado en una prueba de eleccion agua/alcohol (10%) de cuatro dias de duracion
(Fernandez-Teruel, Driscoll et al., 2002).

Numerosas evidencias experimentales sugieren que las conductas vinculadas con la
busqueda de sensaciones y el consumo de sustancias de abuso estdn bioldgicamente
conectadas, dado que ambas conductas dependen de la activacion de circuitos cerebrales
esenciales para la supervivencia y la adaptacion de los organismos, con especial énfasis en
el circuito dopaminérgico mesotelencefalico. En concreto, se argumenta que tanto el
consumo de sustancias de abuso como la conducta de busqueda de novedad constituyen
experiencias reforzantes para ciertos individuos porque dichas sustancias son capaces de
activar regiones cerebrales vinculadas con los circuitos de recompensa. Por tanto, las
diferencias individuales existentes en relaciéon con la “necesidad” de novedad pueden
predecir el riesgo que tiene un sujeto de desarrollar un cuadro de abuso o de dependencia de
sustancias, una asociacion que reflejaria las profundas diferencias en sensibilidad a la
recompensa que muestran los organismos (Blanchard et al., 2009).

Los animales altamente reactivos a la novedad muestran de forma muy consistente una
mayor tendencia a consumir sustancias de abuso, una tendencia que se manifiesta, por
ejemplo, en mayores tasas de consumo espontaneo de etanol y de autoadministracion de
psicoestimulantes, entre otras drogas (para revision véase Blanchard er al., 2009). Esta
conexion entre el rasgo de busqueda de novedad y consumo de sustancias parece depender
de la mayor sensibilidad a la recompensa que muestran estos individuos, vinculada a su vez
con ciertas caracteristicas funcionales de sus circuitos de recompensa (Bardo et al., 1996).

La evidencia experimental que pone en relacion este circuito cerebral con el rasgo de
busqueda de novedad y el consumo de drogas es abrumadora, poniendo de manifiesto que
cualquier intervencion que modifique el funcionamiento dopaminérgico en estas regiones
tiene un profundo impacto sobre ambos comportamientos. Asi, por ejemplo, la
administracion de antagonistas dopaminérgicos aumenta la tasa de presion de palanca en la

prueba de autoadministracion intravenosa de cocaina (Roberts y Vickers, 1984) y
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anfetamina (Yokel y Wise, 1975), un resultado que se interpreta considerando que estos
compuestos reducirian la capacidad reforzante de los psicoestimulantes, obligando al animal
a aumentar su respuesta instrumental. Del mismo modo, la actividad locomotora inducida
por novedad puede bloquearse administrando antagonistas dopaminérgicos mediante
inyeccion sistémica o microinyeccion directa en el NAc (Bardo et al., 1989; Hooks y
Kalivas, 1995; Misslin, Ropartz y Jung, 1984), un resultado que parece independiente de los
efectos de estas sustancias sobre la actividad locomotora general, y que mas bien reflejaria
el bloqueo (inducido farmacoldgicamente) del valor de incentivo positivo de la novedad
(véase Bardo et al., 1996, para revision).

En la misma linea, los estudios de lesion ponen de manifiesto que la destruccion de estas
vias mediante la administracion de la neurotoxina 6-OHDA en el NAc elimina las respuestas
de presion de palanca asociadas con la autoadministracion de psicoestimulantes, asi como el
condicionamiento de preferencia por un lugar asociado con estas sustancias y con los
opidceos (Pettit, Ettenberg, Bloom y Koob, 1984; Spyraki, Fibiger y Phillips, 1982, 1983).
Estos hallazgos son comparables a los observados con relacion a la conducta de buisqueda de
novedad, dado que la destruccion general de las vias dopaminérgicas mesotelencefalicas, asi
como la lesion localizada del NAc, reducen de forma significativa las conductas
exploratorias dirigidas a un objeto novedoso, las registradas en la prueba de campo abierto,
y las observadas en una prueba de preferencia por un lugar novedoso (Fink y Smith, 1979;
Pierce, Crawford, Nonneman, Mattingly y Bardo, 1990).

Por su parte, los estudios de microdidlisis demuestran que las sustancias de abuso
(incluyendo estimulantes, opidceos, nicotina, alcohol, cannabis y MDMA) comparten su
capacidad para aumentar los niveles de dopamina extracelular registrados en NAc, lo que
sugiere que estos cambios vinculados con la actividad dopaminérgica mesoacumbal
constituyen un sustrato neural que es critico para las acciones reforzantes de todas las drogas
de abuso (Giorgi et al., 2006). Aunque los resultados referentes a las conductas de busqueda
de novedad son mas controvertidos en este contexto, Rebec et al. (1994) observaron
mediante voltametria que cuando a los animales se les permitia explorar un compartimento
novedoso adyacente a otro familiar, la entrada a dicho compartimento (pero no otras
actividades motoras inespecificas) producia un aumento transitorio en la actividad
dopaminérgica accumbal.

La implicacion de las vias cerebrales del refuerzo en las conductas de busqueda de
drogas y novedad también ha sido demostrada a partir del estudio de animales que muestran

diferencias extremas en dichas conductas. En relacion con las ratas HR y LR, por ejemplo,
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Piazza et al., 1991; en Bardo, 1989) observaron que los niveles de dopamina y de su
principal metabolito (DOPAC) registrados en el NAc (tanto basales como inducidos por
novedad) eran mas elevados en el grupo HR en comparacion con el LR, mientras que se
obtuvo el patron contrario en la corteza prefrontal. En una linea similar, Bradberry, Gruen,
Berridge y Roth (1991) hallaron correlaciones significativas entre la actividad
dopaminérgica (inducida en el NAc mediante anfetamina) y la conducta exploratoria
observada en el HB y tras la presentaciéon de un objeto novedoso. Ademads, cuando se
tomaron medidas basales de neurotransmisores que ejercen una funcién reguladora sobre la
liberacion de dopamina, se hallé una menor expresion de reguladores inhibitorios en el area
tegmental ventral (p. ej., colecistoquinina) y una mayor de excitatorios en el NAc (p.ej.
preprodinorfina, preoproencefalina) en las ratas HR en comparacion con las LR (Lucas,
Angulo, Le Moal, McEwen y Piazza, 1998; en Pawlak, 2008). En relacion con otros
sistemas de neurotransmision también relacionados con el control de impulsos, las ratas HR
presentan unos niveles basales de 5-HT y de 5-HIAA mas reducidos que las ratas LR en la
corteza prefrontal, el NAc y el estriado dorsal (Piazza et al., 1991; en Blanchard, 2009), asi
como una menor expresion de receptores 5-HTs y 5-HT7 en otras regiones del sistema
nervioso central (Ballaz, Akil y Watson, 2007)>. Recientes estudios genéticos han
encontrado, ademads, una expresion reducida en los niveles de receptores de glucocorticoides
en el hipocampo en el grupo HR en relacién con el LR (Kabbaj et al., 2000), un hallazgo
que podria explicar por qué el primero muestra una respuesta de corticosterona mas elevada
y de mayor duracién que el segundo (Piazza et al., 1991, en Pawlak, 2008), y por qué el
segundo muestra mayores respuestas de ansiedad en pruebas como el laberinto elevado
(Kabbaj et al., 2000). Asimismo, en condiciones de estrés inducido por amenaza social, se
observo en las ratas LR un aumento significativo en la expresion de genes como el de la
CAM-KIIb y el de la leptina en el hipocampo, estando ambos genes relacionados con
funciones de aprendizaje, memoria y plasticidad sindptica (Kabbaj et al., 2004).

Con respecto a las ratas HR-bred y LR-bred, se han hallado diferencias significativas
entre las mismas en los niveles de expresion del factor de crecimiento de los fibroblastos en
el hipocampo (FGR1; mas elevados en HR-bred que en LR-bred; Turner et al., 2008), asi
como del autorreceptor D2 en el NAc y el estriado (mds reducidos en las primeras que en las

segundas; Hooks et al., 1994, en Blanchard, 2009). Este ultimo resultado explicaria por qué

*Este patrén neuroquimico diferencial ha sido también descrito en otros animales con diferencias extremas en
conductas de busqueda de novedad, tales como las ratas HRA vs. LRA, o las HE vs. LE (véase Pawlak et al.,
2008, para revision).
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estos animales necesitan ocho veces mas dosis del firmaco quinpirole (un agonista D2) para
inhibir el disparo de las neuronas dopaminérgicas (Marinelli y White, 2000). Asimismo, la
liberacion mesolimbica dopaminérgica inducida por cocaina es mayor en la cepa HR en
relacion con la LR, siendo el incremento proporcional a la cantidad de actividad locomotora
inducida por novedad (Hooks, Jones, Smith, Neill y Justice, 1991, Hooks et al., 1992). En
relacion con el sistema neuroquimico colinérgico, implicado también en la activacion
inducida por novedad, Ballaz (2009) observd que la administracion del antagonista
muscarinico escopolamina provocé cambios diferenciales HR/LR en la expresion del gen
del receptor M, que se localizaron en la region del septum medial/banda diagonal de Broca
y en la corteza orbitofrontal medial, un hallazgo que el autor relaciona con las diferencias de
ejecucion mostradas por estas cepas en la prueba de exploracion de objetos novedosos.

Las cepas APO-SUS vs. APO-UNSUS también ha sido caracterizadas
neurobioldgicamente, y de nuevo los sistemas monoaminérgicos parecen ocupar un papel
central en relacion sus diferencias comportamentales. Asi, el grupo de animales APO-SUS
es menos sensible a los efectos de agonistas B, y o, adrenérgicos (como salbutamol y
clonidina, respectivamente), tanto a nivel periférico como central (Cools et al., 1990; Smits,
telch y Randall, 2002; en Pawlak, 2008). Estas diferencias también se observan en relacion
con los sistemas dopaminérgicos, siendo este grupo mas sensible a los efectos locomotores
inducidos por anfetamina y ergometrina (Cools et al., 1990, Cools, Ellenbroek, Gingras,
Engbersen y Heeren, 1997; en Pawlak, 2008). Asimismo, las ratas APO-SUS y APO-
UNSUS muestran diferencias en diversos parametros relacionados con el eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal, dado que las primeras presentan una mayor densidad de
mineralocortocoides, mayor expresion del ARNm para la hormona liberadora de la
corticotropina, una densidad sindptica superior en el nucleo paraventricular del hipotalamo,
y niveles palsmaticos superiores de ACTH, tanto en condiciones basales como en respuesta
al estrés (véase Pawlak et al., 2008, para revision). Este perfil neurobioldgico divergente se
acompaiia, ademas, de diferencias en la expresion del gen Aph-1b, relacionado con procesos
de desarrollo y cuya relacion con la conducta adictiva se investiga en la actualidad
(Ellenbroek et al., 2005).

Finalmente, de un modo similar a lo discutido en las lineas anteriores en relacion con
otras cepas de animales, los resultados obtenidos en el presente experimento podrian

depender de las diferencias neurobioldgicas halladas entre las ratas RHA y RLA®. En efecto,

3 . . ,
Analizadas sobre todo en la variedad no consanguinea.
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numerosas evidencias experimentales apoyan la hipdtesis de que los patrones conductuales
divergentes que caracterizan a estas cepas dependen en gran medida de las diferencias
funcionales observadas en el sistema dopaminérgico mesotelencefalico (véase Driscoll et
al., 2009; Giorgi et al., 2007, para revision). Asi, por ejemplo, la cepa RHA muestra, en
relaciéon con la RHA, mayor turnover de dopamina en el nucleo caudado, una mayor
respuesta estereotipada ante la administracién aguda del agonista apomorfina (Driscoll et
al., 1985, 1990; Giménez-Llort et al., 2005), una mayor expresion de receptores D; y D3 en
el NAc (Giorgi et al.,, 1994; Guitart-Masip et al., 2006b), y niveles basales de dopamina,
noradrenalina y serotonina mas elevados en el NAc y el estriado (estando dichos niveles
relacionados con las diferencias halladas entre las cepas en relacion con su conducta
impulsiva; Moreno ef al., 2010).

Del mismo modo, numerosos estudios de microdialisis y voltametria indican que
algunos estresores, sustancias ansiogénicas y drogas de abuso (incluyendo morfina,
anfetamina, cocaina y alcohol) activan este sistema en mayor medida en la cepa RHA en
comparacion con la RLA (D’Angio et al., 1988; Giorgi et al., 1997, 2003b, 2005a; Lecca et
al., 2004). Estas diferencias funcionales se acompafian de importantes diferencias
conductuales, dado que las sustancias de abuso, asi como reforzadores naturales, producen
una reaccion comportamental mucho mas robusta en la cepa RHA en comparaciéon con la
RLA - incluyendo actividad ambulatoria y estacionaria - (Giorgi et al., 1997; 2005b; Lecca
et al., 2004).

Por otro lado, la cepa RHA se caracteriza por desarrollar sensibilizacion conductual
ante la administracion repetida de anfetamina (Corda et al., 2005), cocaina (Giorgi et al.,
2005b) y morfina (Piras et al., 2003). Este fendémeno parece crucial para determinar la
vulnerabilidad de los individuos a desarrollar un cuadro adictivo (Everitt y Wolf, 2002; en
Driscoll et al.,, 2009), y de nuevo las diferencias funcionales y adaptativas halladas en el
circuito de la recompensa podrian explicar estos hallazgos comportamentales divergentes
entre las cepas. Asi, por ejemplo, aunque la administracion repetida de morfina y cocaina no
parece alterar de forma significativa el estado funcional basal de las proyecciones
dopaminérgicas dirigidas al NAc (tanto en su division shell como en la region core), el
tratamiento repetido con estas sustancias indujo cambios importantes ante la administracion
aguda posterior de la misma sustancia, y estos cambios dependieron de la cepa y de la
region del NAc analizada. En concreto, se comprobd que la administracion aguda de
morfina o de cocaina produjo un marcado aumento en los niveles de dopamina registrados

en el NAc core solo en los animales RHA que habian recibido previamente inyecciones
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repetidas de morfina o de cocaina, respectivamente (Giorgi, Piras y Corda, 2007). Se sabe,
asimismo, que otros neurotransmisores relevantes, como el glutamato, juegan un papel
crucial en los fenomenos de sensibilizacion comportamental (Ferndndez-Espejo, 2002), un
neurotransmisor que muestra diferencias funcionales apreciables entre las cepas Romanas
consanguineas en respuesta a la administracion repetida de anfetamina (Guitar-Masip ef al.,
2008). Estas diferencias podrian estar relacionadas, ademas, con el pobre control inhibitorio
que caracteriza a las ratas RHA en comparacion con las RLA y con animales no
seleccionados (Fernandez-Teruel ef al., 2006; Moreno et al., 2010).

En definitiva, los resultados obtenidos en el presente experimento indican, en
concordancia con lo hallado en estudios previos, que el programa de cruzamiento selectivo
realizado con las ratas Romanas (basado inicialmente en sus diferencias de ejecucion en la
tarea de evitacion de dos sentidos) ha producido al mismo tiempo una clara seleccion
bidireccional de rasgos que influyen en la propension de los animales a mostrar conductas
vinculadas con trastornos adictivos, tales como el consumo voluntario de etanol y las
conductas de busqueda de novedad, ambos rasgos relacionados y mas preponderantes en la
cepa RHA-I en comparacion con la RLA-I. Estos resultados sugieren que estas cepas de
animales constituyen un modelo animal de gran relevancia para la comprension de los
determinantes genéticos del comportamiento, asi como para el estudio de la interaccion
entre dichos determinantes y los factores ambientales, una cuestion que se aborda en la

ultima fase de esta Tesis Doctoral.

78



FASE II: FRUSTRACION Y CONSUMO DE ALCOHOL

El ser humano ha utilizado sustancias quimicamente activas durante siglos para
disminuir el dolor, atenuar la enfermedad, corregir el comportamiento y modificar la psique.
Desde épocas muy remotas, las plantas y sus efectos psicoactivos han sido empleados con
distintas finalidades: éxtasis religioso, dominio de la mente, busqueda de placer, o alivio de
una gran variedad de condiciones patoldgicas, incluyendo las enfermedades mentales
(Conesa y Brugger, 1998). Esta practica constituye un fiel reflejo de las ideas y creencias de
cada época relativas a la salud, la enfermedad, la naturaleza de la existencia humana, o las
causas de las diversas patologias corporales y mentales (Torres y Escarabajal, 2005).
Paralelamente a su uso terapéutico, sustancias como el opio, ciertas bebidas alcohélicas, el
cafilamo, el belefio, la mandragora o el ergot, entre otros, se han empleado desde tiempos
remotos con propositos recreativos y enteogénicos, lo que pone de manifiesto el caracter
curativo, adictivo o toxico que pueden tener las drogas dependiendo del uso que el individuo
haga de las mismas (Escohotado, 1999). En la actualidad, la adiccion a sustancias
psicoactivas constituye un problema de salud publica con sustanciales implicaciones
médicas, sociales, judiciales y politicas (Ellenbroek et al, 2005), siendo muchos los
esfuerzos que se realizan para comprender desde un punto de vista cientifico las causas y
consecuencias de este complejo trastorno comportamental.

Numerosas aproximaciones teéricas han intentado identificar cudles son las
motivaciones fundamentales que llevan a un individuo a consumir sustancias de abuso.
Desde esta perspectiva, algunas teorias defienden que el valor reforzante de estos estimulos
constituye el factor critico que determina la conducta de consumo, siendo el refuerzo
positivo asociado con esta experiencia el componente fundamental que determina que la
misma pueda desembocar con el tiempo en un trastorno por abuso de sustancias. Por su
parte, las teorias adaptativas de la drogadiccion postulan que las diferencias existentes entre
los individuos antes de tener su primera experiencia con la droga constituyen un
determinante critico para desarrollar una patologia adictiva (Conway et al., 2003). La forma
mas radical de este planteamiento teodrico es la hipdtesis de la automedicacion, que afirma
que el tipo de sustancia elegida por el individuo depende de la habilidad de la misma para
aliviar una psicopatologia preexistente o un estado negativo inducido por estimulos
ambientales aversivos (Becker, Lopez y Doremus-Fitzwater, 2011; Khantzian, 1985, en
Bardo et al., 1996). Asi, en contraste con los modelos que consideran a las drogas como

estimulos reforzantes, las teorias adaptativas las conceptualizan como reforzadores
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negativos, dada su capacidad para eliminar estados de valencia afectiva negativa. En este
contexto, existen numerosas evidencias experimentales que demuestran que las experiencias
ambientales estresantes constituyen determinantes criticos en el consumo y abuso de
sustancias psicoactivas (Briand y Blendy, 2009; Yap y Miczek, 2008), en especial en
relacion con el fenomeno de las recaidas que muestran muchas personas adictas (Becker et
al., 2011; Lé y Shaham, 2002; Ungless, Argilli y Bonci, 2010). En efecto, la investigacion
clinica ha demostrado que los individuos expuestos a estrés agudo y/o cronico son mas
propensos a convertirse en alcoholicos. Por ejemplo, las tasas de abuso de alcohol y otras
sustancias registradas en combatientes de guerra que sufren un trastorno por estrés
postraumatico son significativamente superiores a las encontradas en los veteranos que no
han desarrollado dicho trastorno, y ademads las experiencias de estrés agudo provocan
recaidas con mads frecuencia en el primer grupo de sujetos que en el segundo (Ouimette,
Coolhart, Funderburk, Wade y Brown, 2007; en Brian y Blendy, 2009). En la misma linea,
las personas que han sido victimas de abuso fisico o sexual, abandono temprano, catastrofes
naturales, muerte de un ser querido, conflictos familiares, pobreza, etc. consumen mas
alcohol y otras sustancias adictivas, mostrando también con mayor frecuencia conductas
desviadas (véase Gordon, 2002, para revision). La revision de la literatura al respecto pone
de manifiesto, en definitiva, que en seres humanos son muchos y de muy diversa indole los
eventos vitales estresantes que pueden predisponer a los individuos a la drogadiccion o a
perpetuar, una vez iniciado, el ciclo cronico que caracteriza a esta patologia (Brian y Blendy,
2009; El-Shikh et al., 2004).

Para determinar si el estrés constituye un factor causal en el desarrollo del trastorno
adictivo en general, y del consumo de alcohol en particular, se han llevado a cabo infinidad
de trabajos con modelos animales, los cuales permiten un estudio sistematico y exhaustivo
de los mecanismos neurobiologicos que los relacionan (véase Becker et al., 2011; Yap y
Miczek, 2008, para revision). Muchos de ellos utilizan descargas eléctricas, evaluando el
impacto de dicha experiencia sobre la adquisicion, el mantenimiento o la reinstauracion del
consumo de etanol. Asi, por ejemplo, Anisman y Waller (1974) comprobaron que la
administracion de descargas eléctricas inescapables en ratas con acceso simultdneo a alcohol
al 10% (presentado mediante un procedimiento de aclimatacién) produjo un aumento
significativo en el consumo y la preferencia por esta droga con respecto al agua y a un grupo
control sin experiencia con la descarga. Este resultado apareci6 tanto cuando el animal podia
predecir la presentacion de la misma utilizando claves temporales, como en condiciones de

presentacion aleatoria. En cambio, cuando el animal tuvo posibilidad de controlar con su
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respuesta la presentacion de este estimulo aversivo no se encontrd efecto alguno sobre la
ingesta de alcohol, lo que sugiere que dicho control constituye un determinante importante
en la conducta de consumo (Anisman y Waller, 1974). Este resultado fue similar al hallado
por Bond y Digiusto (1977) utilizando una dosis de alcohol al 6%". No obstante, cuando la
preferencia por esta dosis frente a agua se aumentd experimentalmente (bien mezclandola
con sacarina al 0.4%, o bien presentandola previamente en la jaula-hogar como tnico fluido
disponible) los resultados fueron en la direccion contraria, lo que sugiere que el efecto del
estrés inescapable sobre el consumo de alcohol depende también del grado de preferencia
inicial del animal por el alcohol (Bond y Digiusto, 1977). Otro factor relevante en este tipo
de situaciones parece ser la disponibilidad de un lugar de seguridad asociado con la ausencia
de descarga, dado que cuando ésta se administra en una caja experimental y el alcohol en la
jaula hogar se observa un mayor consumo de esta sustancia en comparaciéon con la
registrada en procedimientos en los que descarga y droga se presentan en el mismo contexto
de alojamiento (Volpicelli, Tiven y Kimmel, 1982; en Caplan y Puglisi, 1986). Estos
resultados y otros similares se han discutido a menudo en el marco de la hipotesis de la
reduccion de la tension propuesta por Conger (1956; en Boyd, Callen y House, 1989), que
postula que en situaciones de estrés el consumo voluntario de etanol puede ser
conceptualizado como una respuesta de escape cuya consecuencia es la reduccion de la
tension emocional, siendo este mecanismo de reforzamiento negativo el responsable de
iniciar, mantener y reforzar la ingesta de esta droga de abuso con propiedades ansioliticas
(Becker et al.,, 2011; Boyd et al., 1986; Mustaca y Kamenetzky, 2006). Se ha propuesto,
ademads, que durante el periodo post-estrés podria emerger una respuesta de alivio/relajacion
con propiedades reforzantes la cual se asociaria con el alcohol perpetuando su consumo
(Boyd et al., 1989).

La prueba de natacion forzada constituye otra experiencia aversiva utilizada para
analizar el impacto del estrés sobre el consumo voluntario de etanol. Los animales
sometidos a esta prueba suelen mostrar posteriormente un aumento en el consumo de
alcohol, si bien dicho aumento suele ser modesto y transitorio (Fullgrabe, Vengeliene y
Spanagel, 2007; Siegmund, Vengeliene, Singer y Spanagel, 2005), y también dependiente de
la cepa de animales utilizada (Vengeliene ef al., 2003). Mas aln, en ocasiones no se ha

observado efecto alguno de la natacion forzada sobre la ingesta voluntaria de etanol

4 Resultados similares han sido encontrados mas recientemente por Fullgrabe et al. 2007; Siegmund et
al. 2005; o Vengeliene et al. 2003 (véase Becker et al,, 2011, para revision).

81



(Sommer et al. 2008), sin que hasta el momento se haya encontrado una explicacion
satisfactoria de estos resultados aparentemente contradictorios (Becker et al., 2011).

Otros tipos de experiencias estresantes utilizadas en situaciones de consumo
voluntario de etanol implican someter a los sujetos a condiciones ambientales aversivas de
carcter cronico. Asi, por ejemplo, animales expuestos repetidamente a estresores sociales
moderados (como los relacionados con la prueba intruso-residente) aumentan su consumo
de alcohol cuando son sometidos a una prueba de eleccion agua/alcohol (al 6%),
especialmente cuando esta prueba se realiza dos horas después del test conductual (Caldwell
y Riccio, 2010). En la misma linea, Roske, Baeger, Frenzel y Oechme (1994) observaron que
someter a los animales a condiciones de aislamiento social en la jaula-hogar (durante 20
semanas), pero no a episodios intermitentes de inmovilizacion forzada (durante 7 semanas)
produjo un aumento en los indices de preferencia mostrados por ratas Wistar en una prueba
de eleccidon agua/alcohol al 10%. Por el contrario, Nash y Maickel (1985) hallaron que
ambos tipos de experiencias (aislamiento e inmovilizaciéon), administradas aleatoriamente
durante 14 dias, aumentaron el consumo de una solucién de alcohol al 10%. Procedimientos
relacionados con aislamiento social también han sido utilizados por Parker y Radow (1974)
y mas recientemente por Thorsell, Slawecki, Khoury, Mathe y Ehlers (2005), encontrandose
efectos significativos sobre el consumo voluntario de alcohol en el primero de estos
estudios, pero no en el segundo. Por su parte, Lynch, Kushner, Rawleigh, Fiszdon y Carroll
(1999) observaron que someter diariamente a los sujetos a inmovilizacion forzada durante
15 minutos tuvo un efecto significativo sobre la preferencia de los animales por una solucion
de alcohol frente agua, aumentando dicha preferencia incluso después de haber finalizado el
periodo de induccion de estrés. El impacto del estrés de aislamiento sobre la preferencia por
el alcohol frente al agua puede depender, ademas, del tipo de sujetos utilizado, dado que en
ocasiones se ha observado que dicho impacto es mas acentuado en ratas viejas que en
jovenes (Nunez et al., 2002).

Estos datos inconsistentes sugieren la existencia de una relacion compleja entre la
naturaleza, duraciéon e intensidad de la experiencia estresante y su impacto sobre la
motivacion para ingerir etanol, estando esta ultima modulada, ademas, por factores
individuales de indole bioldgica tales como los genes, la edad o el sexo (Becker et al., 2011;
Mustaca y Kamenetzky, 2006).

Estudios mas recientes han permitido ampliar estos hallazgos a otras sustancias de
abuso y a paradigmas experimentales mas complejos (véase Lu et al., 2003a, para revision).

En este contexto, por ejemplo, Barsy, Mikics, Barsvari y Haller (2011) comprobaron que la
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administracion de descargas eléctricas inescapables aumenta la resistencia a la extincion de
un aprendizaje previo de preferencia por un lugar asociado con morfina, y acelera la
aparicion de tolerancia a los efectos hipertérmicos de esta droga. En la misma linea,
experiencias sociales estresantes (como la utilizada en la prueba de derrota social —social
defeat stress-) incrementan la conducta de preferencia por un lugar asociado con los efectos
de la morfina (Ribeiro do Couto et al., 2006; Mathews, Wilton, Styles y McCormick, 2008,
en Brian y Blendy, 2009). Por su parte, en pruebas de autoadministracion asociadas con
respuestas operantes se constata que este y otro tipo de experiencias estresantes (como
separacion maternal, administracion de descargas intermitentes, aislamiento social,
administraciéon de estimulos dolorosos o privacion de comida, entre otros) facilitan la
autoadministracion de cocaina (Goeders y Guerin, 1994), anfetamina (Piazza et al., 1990) y
heroina (Shaham y Stewart, 1994), reinstaurando la respuesta instrumental asociada con la
administracion de alcohol después de haber sometido a los animales a una fase de extincion
(Le et al, 2000).

Aunque, en su conjunto, los hallazgos revisados en estas lineas ponen de manifiesto
la utilidad y validez de los modelos animales para el estudio de las relaciones entre el estrés
y la conducta adictiva, los resultados contradictorios que a menudo se constatan cuando se
revisa la literatura especializada reflejan ciertas limitaciones de esta aproximacion cientifica
(véase Becker ef al, 2011), algunas de las cuales tienen una especial relevancia para la
presente Tesis Doctoral.

En primer lugar, algunas de las pruebas de estrés utilizadas en este campo (por
ejemplo, la inmovilizacién forzada o la administracion de descargas eléctricas) no permiten
analizar de forma directa como responde el animal al estresor durante su presentacion, y
coémo dicha respuesta se relaciona con el consumo de alcohol, una cuestion de importancia
crucial en este tipo de estudios. En este sentido, aquellas pruebas que permiten registrar esta
respuesta (como la natacion forzada o los tests basados en interacciones sociales, entre
otros) ofrecen la oportunidad de poner en relacion diferencias individuales en estrategias de
afrontamiento con patrones de consumo voluntario de etanol, una cuestion que sin duda
puede facilitar la comprension de las complejas relaciones entre ambos comportamientos.

En segundo lugar, muchos de los estudios revisados anteriormente no tienen en
cuenta que, con independencia de las experiencias estresantes a los que son sometidos, los
animales muestran claras diferencias en su propension “natural” a consumir sustancias de
abuso, estando estas diferencias moduladas por factores genéticos. En este sentido, algunos

de los resultados aparentemente contradictorios hallados en la literatura podrian deberse a la
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utilizacion de cepas de ratas diferentes, como Long—Evans vs. Wistar (Becker et al., 2011).
Estos sujetos podrian mostrar valores basales o iniciales de preferencia por alcohol
diferentes, condicionando los resultados que se obtienen cuando son expuestos a eventos
estresantes (véase, por ejemplo, Bond y Digiusto, 1977). Algunos investigadores han
intentado analizar esta cuestion de forma sistematica, bien clasificando a los animales en
funcién de estas diferencias, o bien utilizando animales genéticamente seleccionados en
funcion de su conducta de consumo o de otro rasgo comportamental vinculado con dicha
conducta. Asi, por ejemplo, Rockman, Hall y Glavin (1986) dividieron a los sujetos (ratas
Wistar) en tres grupos (dependiendo de los niveles basales de preferencia por una solucion
de alcohol al 9%), sometiéndolos después a una prueba de estrés por inmovilizacion. Los
resultados indicaron que esta experiencia aumentd la ingesta de etanol en los animales con
niveles medios de consumo, los redujo en los sujetos con niveles elevados, y no tuvo efecto
alguno en aquellos que mostraron un consumo inicial bajo. En la misma linea, Rockman et
al. (1986) observaron que el estrés inducido por actividad redujo el consumo de alcohol
solo en los animales que mostraban previamente una alta preferencia por dicha sustancia, lo
que pone de manifiesto la utilidad de evaluar el previamente consumo de alcohol del animal
para comprender el impacto del estrés sobre el mismo.

Mas relevante atn para la presente Tesis Doctoral es la revision de los estudios con
animales genéticamente seleccionados, que permiten poner en relacion la influencia del
estrés ambiental con la vulnerabilidad o susceptibilidad individual a consumir alcohol de
forma excesiva. Vengeliene et al. (2003) analizaron esta cuestion comparando diversas
lineas de ratas criadas de forma selectiva en funcion de su preferencia por el alcohol (HAD,
P y AA) con ratas Wistar no seleccionadas. Las expusieron durante 24 horas a dos botellas
que contenian una solucion de etanol al 5% y al 20%, y a una tercera con agua. Los animales
fueron sometidos repetidamente a dos experiencias estresantes, descargas eléctricas
incontrolables y natacion forzada, comprobandose que la primera experiencia aument6 el
consumo de alcohol en todos los grupos de animales, mientras que la segunda so6lo lo hizo
en las ratas Wistar.

Por su parte, van der Kam et al., (2005a) sometieron a ratas APO-SUS y APO-
UNSUS a tres situaciones, una neutra y dos estresantes, evaluando simultineamente su
consumo de etanol en una prueba de eleccion agua/alcohol en la que las concentraciones de
la droga fueron aumentando paulatinamente (del 2 al 10%). La primera de las situaciones
(estrés agudo) consistio en colocar al animal durante 24 horas en una caja cuyo suelo estaba

formado por barras metalicas de 2 mm. En la segunda (estrés cronico) los animales fueron
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sometidos consecutivamente a diversas experiencias moderadamente estresantes (serrin
himedo, colocar al animal en una caja de metabolismo, inclinar la jaula-hogar, encender y
apagar las luces cada 30 minutos, alojarlos en cajas inclinadas con el suelo compuesto por
barras metalicas, e invertir el ciclo de luz-oscuridad). Los resultados obtenidos fueron los
siguientes: (a) en condiciones basales (sin estrés) las ratas APO-UNSUS consumieron mas
alcohol y mostraron mas preferencia que las APO-SUS, observandose estas diferencias a
partir de concentraciones al 4%; (b) la prueba de estrés agudo produjo un aumento en el
consumo de alcohol en ambas cepas, si bien dicho aumento fue més prolongado en el grupo
APO-SUS; (c) el estrés cronico aumentd el consumo y la preferencia por alcohol en ambos
genotipos, si bien el patron de consumo fue mucho mas irregular en el grupo APO-SUS en
comparacion con el APO-UNSUS. Resultados similares han sido hallados en relacién con la
conducta de autoadministracion de cocaina, dado que las diferencias que se observan entre
estas cepas en condiciones basales (APO-UNSUS > APO-SUS) se invierten tras someter a
los animales a una experiencia de estrés consistente en apagar la luz durante la
autoadministracion (van der Kam et al., 2005b). Estos datos parecen sugerir que ciertos
estresores ambientales pueden cambiar los patrones de consumo de sustancias de abuso
dependiendo de la naturaleza de los mismos y de las caracteristicas genéticas del animal, las
cuales podrian condicionar, por ejemplo, la reactividad del eje HPA en respuesta a dichos
estresores (van der Kam et al., 2005b). Volveremos a esta cuestion mas adelante.

Resultados similares se han obtenido utilizando cepas de animales que muestran
diferencias extremas en un rasgo conductual intimamente relacionado con la conducta
adictiva: las ratas HR y LR. Asi, Norton (2001) observd que una experiencia cronica de
estrés social (social defeat) es capaz de igualar las diferencias basales que muestran las ratas
HR y LR en relacion con sus tasas de autoadministracion de cocaina. En concreto, se
comprobd que dicha experiencia demord el inicio de la autoadministracion en el grupo HR
sin afectar a su nivel maximo de respuesta, mientras que produjo un aumento dramatico de
la autoadministracion en el grupo LR. En opinion de los autores, los resultados sugieren que
algunos animales (HR) podrian buscar drogas debido a su tendencia a buscar sensaciones
novedosas, mientras que otros (LR) lo harian como reaccion al estrés social, una
interpretacion que pone de manifiesto la utilidad de los modelos animales para identificar
algunos de los factores desencadenantes del consumo de sustancias de abuso (Kabbaj ef al.,

2004).
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Finalmente, otra limitacion importante que a menudo se constata en los estudios que
analizan la relacion entre estrés y consumo de sustancias en modelos animales es la reducida
validez ecoldgica que tienen las pruebas de estrés utilizadas (Becker et al., 2011). En efecto,
a pesar de la utilidad de procedimientos basados en la administracion de descargas
eléctricas, o la prueba de natacion forzada, es evidente que ninguno de ellos se asemeja a los
acontecimientos vitales que en seres humanos se asocian con patologias relacionadas con
abuso de drogas (Clark ef al., 2001; El-Shikh et al., 2004; Hayaki et al., 2005; Hyman y
Sinha, 2009; Waldrop et al., 2007). En este contexto podrian cobrar una especial relevancia
los modelos animales de frustracion, basados en la pérdida inesperada de fuentes de
reforzamiento significativas para el sujeto, una experiencia vital de “dolor psicoldgico”
relativamente comun en seres humanos (véase Cochrane y Robertson, 1973; Scully et al.,
2000). Estos modelos consisten en situaciones experimentales en las que los animales son
expuestos a la devaluacion u omision subita e inesperada en la calidad o cantidad de un
reforzador apetitivo, en presencia de sefales previamente asociadas con un reforzador de
mayor magnitud (Amsel, 1992, 1994; Papini et al., 2006). Asi, por ejemplo, el CSN consiste
en una reduccion o deterioro transitorio en la respuesta que aparece ante bajos niveles de
recompensa en animales que previamente han sido expuestos a valores de recompensa
superiores (Domjan, 2006; Mackintosh, 1974). El efecto basico de CSN se obtiene al
comparar la ejecucion de un grupo devaluado con la de un grupo control que siempre recibe
bajos niveles de recompensa (Pellegrini, Wood, Daniel y Papini, 2005). Asi, la reduccion de
la magnitud de la recompensa en el grupo experimental provoca un deterioro en la ejecucion
situando la respuesta de los animales por debajo de los niveles observados en el grupo
control. Este fendmeno paraddjico ha sido observado en una gran variedad de especies
(Mustaca, Bentosela y Papini, 2000; Papini, 2003), usando reforzadores tanto solidos como
liquidos (Pellegrini y Mustaca, 2000) y exponiendo a los sujetos a la reduccion tanto de la
cantidad como de la calidad del reforzador presentado (Crespi, 1942; Mitchell y Flaherty,
2005). El deterioro conductual que define el fendmeno de contraste ha sido observado, ademas,
en tareas consumatorias (Flaherty, 1996), como instrumentales apetitivas (Crespi, 1942) e
instrumentales aversivas (Candido, Maldonado, Mejias y Catena, 1992). En tareas
consumatorias (CSNc) este fendmeno suele observarse mediante el efecto que tiene la
manipulacion en la concentracion de una determinada solucion azucarada sobre, por ejemplo,
la frecuencia con que los animales lamen una bureta que contiene dicha solucion. Asi, dicho
efecto aparece cuando se reduce la concentracion de la solucién a la que los animales han

tenido acceso (usualmente del 32% al 4%), lo que provoca una clara reduccion en la frecuencia
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de lametadas (véase para una revision Flaherty, 1996). El efecto de CSN también puede
observarse manipulando la magnitud de un reforzador asociado con la ejecucion de una
respuesta instrumental (CSNi). Asi, por ejemplo, dicho efecto aparece cuando se reduce el
numero de pellets a los que los animales tienen acceso en la caja meta de un laberinto recto
(Crespi, 1942) o también cuando se reduce el tiempo de permanencia en el lugar de seguridad
en la tarea de evitacion en un solo sentido (Candido et al., 1992).

Otro fendmeno relevante relacionado en este caso con la omision de una recompensa
esperada es la extincion de una respuesta previamente aprendida. En este caso, los sujetos
expuestos a un procedimiento de extincion reciben en una primera fase una recompensa tras
la ejecucion de una respuesta instrumental, mientras que en una segunda fase no tiene lugar
la aparicion de la recompensa tras la ejecucion de dicha respuesta. El efecto basico que se
observa tras la omision de la recompensa es un deterioro o disminucién de la respuesta
objeto de estudio (Domjan, 2006; Mackintosh, 1974). Al igual que el CSN, la extincién ha
sido observada en distintas especies (Thomas y Papini, 2003), utilizando reforzadores
solidos y liquidos (Norris et al., 2008; Yee, Feldon y Rawlins, 1997) y empleando tareas
consumatorias e instrumentales (Norris ef al., 2008; Kawasaki e Iwasaki, 1997), tratandose
de un fendémeno que puede verse influido por variables tales como el intervalo entre
ensayos, el numero de ensayos de adquisicion, la magnitud y demora del reforzador o el uso
de sustancias ansioliticas (véase para una revision Mackintosh, 1974).

Por otro lado, se sabe que las experiencias repetidas de frustracion pueden llegar a
inmunizar al animal ante posteriores experiencias inesperadas de pérdida, generando
conductas de persistencia que reflejan su resistencia a la frustracion (Pellegrini, Muzio,
Mustaca y Papini, 2004). Asi, el efecto del reforzamiento parcial en la extincion es el
fenomeno que se obtiene al reforzar una determinada respuesta so6lo en algunos ensayos,
normalmente el 50%, durante una primera fase de adquisicion. Tras ésta, la recompensa se
suprime (fase de extincion). El efecto del reforzamiento parcial en la extinciéon puede
observarse mediante la comparacién de la ejecucion de este grupo con la de otro grupo
igualmente suprimido de recompensa, pero que ha sido sometido a un programa de
reforzamiento continuo durante la fase de adquisicion. El resultado obtenido es una
extincion mas lenta, es decir, una mayor resistencia a la extincion en el grupo de
reforzamiento parcial en comparacion con el grupo de reforzamiento continuo (Domjan,
2006; Mackintosh, 1974). Resultados similares se obtienen cuando, tras un entrenamiento en
reforzamiento parcial, el animal es sometido posteriormente a la devaluacion (en lugar de a

la omision) de la misma. Este es el llamado “efecto del reforzamiento parcial en el
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contraste”, que consiste en una atenuacion del mismo que aparece en aquellos animales que
han tenido experiencia previa con reforzamiento parcial, en comparacion con la de aquéllos
sometidos a condiciones de reforzamiento continuo (Cuenya et al., 2012; Pellegrini et al.,
2004).

La evidencia que pone en relacion los fendmenos de frustracion comentados mas arriba
con el consumo de alcohol es practicamente inexistente, aunque si se han descrito las
propiedades ansioliticas de esta sustancia utilizando estos modelos (véase Mustaca y
Kamenetzky, 2006, para revision). Asi, Becker y Flaherty (1982, 1983) hallaron que la
administraciéon de una inyeccion intraperitoneal de 0.75 g/kg y de 1 g/kg de 15% de etanol
redujo la magnitud del efecto de CSNc, siempre que la droga se administrara antes de la
segunda experiencia con la solucion de sacarosa devaluada, pero no antes de la primera. Los
efectos del etanol en el contraste fueron contrarrestados por Ro 15-4513, un antagonista del
receptor de benzodiacepinas, lo que pone de manifiesto la implicaciéon del sistema
GABA¢érgico en sus efectos ansioliticos (Becker y Hale, 1991). Estos resultados fueron
replicados y ampliados por Kamenetzky y Mustaca (2005), apoyando la hipotesis de que el
alcohol tiene propiedades analogas a las descritas por las benzodiacepinas y los barbittricos,
dado que es capaz de atenuar los efectos provocados por un dolor psicoldgico inducido por
experiencias agudas o cronicas de frustracion (Kamenetzy, 2008b; Mustaca y Kamenetzy,
2006).

En cuanto a los efectos que pueden tener los estados de frustracion sobre el consumo de
alcohol, no se han realizado estudios ni hallado evidencias que vayan en esta direccion. S6lo
conocemos un trabajo realizado por Kamenetzky (2008a), quien analiz6 el efecto de la
disminucién sorpresiva del refuerzo sobre la busqueda de claves asociadas con el etanol. En
este experimento los animales fueron sometidos a un entrenamiento de preferencia por un
lugar asociado con alcohol (0.5 g/kg de una solucion al 15%). Al mismo tiempo, recibieron
en una caja de condicionamiento una soluciéon de sacarosa al 32% que fue devaluada
después de 10 dias hasta el 4%. La prueba de preferencia por el lugar se realizé durante el
segundo dia de esta segunda fase, comprobandose que los animales frustrados
permanecieron mas tiempo en el lugar asociado con el alcohol que los controles inyectados
con salino, invirtiendo la tendencia a permanecer en lugares oscuros que mostraron estos
ultimos cuando se encontraban en un estado de ansiedad inducida por frustracion.

Aunque en este estudio no se evalu6 directamente el consumo de alcohol en los animales
sometidos a la experiencia de devaluacion de la recompensa, su resultados ponen en

evidencia una posible relacion entre estrés inducido por pérdida y alcohol, una cuestion no
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explorada hasta el momento y que merece nuestra atencién por varias razones. En primer
lugar, dada la frecuencia con que los seres humanos experimentamos experiencias
vinculadas con dolor psicologico, los modelos animales de pérdida de recompensa pueden
tener gran validez ecoldgica y ser de utilidad para comprender mejor la influencia de este
tipo de factores ambientales en la conducta adictiva. En segundo lugar, a diferencia de otros
protocolos de estrés, las pruebas de frustracién permiten una caracterizaciéon exhaustiva de
la conducta que el sujeto manifiesta durante la realizacion de las mismas, sean éstas de
caracter consumatorio o instrumental. De este modo, nos permiten estudiar el modo en que
las diferencias individuales en estrategias de afrontamiento ante estas situaciones negativas
se relacionan con patrones especificos de consumo de etanol. Finalmente, numerosas
evidencias experimentales sugieren que estas diferencias individuales estan moduladas por
factores genéticos, tal y como lo demuestran los estudios llevados a cabo con animales
genéticamente seleccionados sobre la base de su reactividad emocional (véase Cuenya ef al.,
2011, para revision). Por su especial relevancia para la presente Tesis Doctoral, destacan los
trabajos realizados con ratas RHA-I y RLA-I, las cuales muestran claras diferencias
comportamentales cuando son sometidas a condiciones de omisiéon de recompensa (Goémez
et al., 2009), devaluacion de la magnitud de un reforzador (Rosas et al., 2007; Gémez et al.,
2009; Torres et al., 2005a) o reforzamiento parcial (Gémez et al., 2008; Cuenya et al.,
2012). Estos hallazgos, junto con las diferencias que presentan estos animales en su
conducta de autoadministracion de drogas de abuso (Giorgi et al, 2007) ponen de
manifiesto la posible utilidad de estas cepas como modelo animal para el estudio de la
frustracion y su efecto sobre el consumo de alcohol, un tema que se aborda en los
experimentos que se presentan a continuacion.

El primero de ellos tuvo como objetivo fundamental establecer las condiciones
experimentales adecuadas para analizar el efecto de la frustracion sobre el consumo de
etanol. Para ello, ratas Wistar fueron sometidas a un procedimiento de CSN instrumental
apetitivo (laberinto recto), analizando el efecto de la devaluacion de la recompensa (de 12
pellets a 2 pellets) sobre el consumo posterior de una solucion de alcohol al 2% (estudio 4).
Los resultados obtenidos en este estudio piloto sirvieron para planificar los estudios 5 y 6 de
esta Tesis Doctoral, en los cuales se analizd el efecto de la omision de una recompensa
esperada (extincidon) sobre el consumo de alcohol (2 %) en ratas RLA-I y RLA-I, tanto en
una prueba consumatoria (estudio 5) como en tarea instrumental (laberinto recto, estudio 6).

Sobre la base de las teorias emocionales propuestas para dar cuenta de los fendmenos

comportamentales relacionados con pérdida de recompensa, asi como de las diferencias que

89



presentan las ratas Romanas en este tipo de pruebas (Rosas et al., 2007; Goémez et al., 2008,
2009) y en consumo voluntario de etanol (estudios 1 y 3 de la presente Tesis Doctoral), se
establecieron las siguientes predicciones: (a) en el estudio 4, la reduccion en la magnitud de
la recompensa (12 pellets-2 pellets, 12-2) provocard un deterioro en la ejecucion de la
respuesta instrumental registrada en el laberinto recto (es decir, un efecto de CSN), cuando
este grupo sea comparado con su grupo control 2-2; (b) la experiencia de devaluacién
constituird un acontecimiento negativo de caracter estresante que aumentara el consumo de
alcohol registrado en una prueba de preferencia agua/alcohol posterior; (b) en los estudio 5y
6, la omision de una recompensa previamente presentada (concentracion de sacarosa al 22%
en el estudio 5, 12 pellets en el estudio 6) provocara un deterioro en la ejecucion de la
respuesta mas marcado en la cepa méas emocional (RLA-I) en comparacion con la menos
emocional (RHA-I); estas diferencias de cepa en resistencia a la extincién apareceran
siempre que los animales hayan recibido un entrenamiento en reforzamiento continuo
durante la adquisicion, mientras que en situaciones de reforzamiento parcial tales diferencias
no apareceran (estudio 6); (c) dado que la cepa RLA-I es emocionalmente mas reactiva ante
experiencias de omision de recompensa, se espera que dicha cepa muestre un mayor
consumo de alcohol que la cepa RHA-I cuando la droga se presente en una prueba posterior

de preferencia (estudio 5 y 6).
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ESTUDIO 4.

Como se ha comentado en el apartado anterior, el presente estudio se realizé con el
objetivo de averiguar si el paradigma de CSN instrumental apetitivo puede ser adecuado
como experiencia frustrante capaz de influir en el consumo voluntario de etanol, llevando a
cabo para ello un estudio piloto con ratas Wistar expuestas a la reduccion inesperada en la
magnitud de la recompensa presentada en la caja meta de un laberinto recto (12 pellets-2

pellets).

Método

Sujetos

Se utilizaron 20 ratas macho Wistar, hembras de 5 meses de edad, con un peso medio
aproximado de 350 gramos, las cuales fueron colocadas en jaulas individuales una semana
antes del inicio del experimento, teniendo libre acceso de agua y privadas de alimento hasta
alcanzar el 82-85% de su peso corporal inicial. La temperatura del estabulario y de la sala
experimental se mantuvo constante (22° aproximadamente). Los ciclos de luz-oscuridad
fueron de 12 horas, y el inicio del periodo de luz tuvo lugar a las 8:00. Los experimentos se

realizaron una hora después del inicio del periodo de luz.

Aparatos

Para realizar la prueba instrumental se utilizaron dos laberintos rectos de madera de
color verde con medidas de 120 cm de longitud, 14 cm de alturay 11 cm de ancho (véase la
Figura 17). La asignacion de los animales a los laberintos se realizd6 de forma
contrabalanceada para hacer que el mismo nimero de animales de cada grupo fuera
expuesto a cada uno de los laberintos. Uno de ellos tenia tres brazos, por lo que uno de los
brazos se anul6 con un carton. Cada laberinto fue dividido en tres secciones: salida,
recorrido y meta. La longitud del compartimento de salida era de 20 cm, el recorrido
comprendia una distancia de 80 cm y el compartimento de meta media igual que el de salida
(20 cm). Los compartimentos del laberinto estaban delimitados por cartones, los cuales eran
levantados para que la rata recorriera el laberinto y se bajaban cuando la misma alcanzaba el

compartimento-meta con las cuatro patas. En el caso del laberinto de tres brazos, el carton
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que obstruia el acceso al tercer brazo permanecidé colocado durante todas las sesiones
experimentales.

Para registrar el tiempo que el animal tardaba en recorrer el laberinto, asi como el
tiempo de permanencia en la caja meta necesario para ingerir los pellets, se utilizaron
crondmetros manuales (Extech, modelo 365510). Se empled ademas una hoja de registro
donde estaba especificado el nimero de la rata, y el grupo al que pertenecia, en la cual se
anotaba el tiempo que transcurria desde que cada animal partia del compartimento de salida
hasta que llegaba al compartimento meta.

Por ultimo, se usé un bote de pellets de 45 mg cada uno como recompensa (formula
P; Research Diets, Inc., Noyes Precision Pellets, Lancaster, NH) y una bascula con la que se
controlaba el peso del animal diariamente (Baxtran modelo BS3). Dichos pesos se anotaban
igualmente en hojas de registro para facilitar el almacenamiento informatico posterior de
estos datos.

La prueba de preferencia por el alcohol para cada rata se realizé en su caja hogar.
Las caracteristicas de estas cajas, asi como de las botellas en las que se presentaban las
distintas concentraciones de alcohol, la bascula digital para tomar las medidas de consumo,

y la elaboracion de la concentracion utilizada, fueron idénticas a las descritas en el Estudio
1.

Figura 17. Laberinto recto

Procedimiento

Antes de empezar con la tarea de CSN se procedio a la aclimatacion de los animales
al alcohol. Para ello se procedid de manera idéntica a como se hizo en el Estudio 1, si bien la

concentracion mas alta, y unica, de etanol, fue del 2%. Asimismo, se procedidé del mismo
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modo al descrito en nuestro primer estudio para la preparacion de la concentracion y la
colocacion de las botellas en las jaulas hogar. Los primeros 4 dias los animales tuvieron
acceso a dos botellas de 150 ml con s6lo agua. A partir del quinto dia una botella de agua
fue remplazada por otra botella con la concentracion de etanol al 2%. Esta situacion se
mantuvo hasta lograr que los animales ingirieran al menos la misma cantidad de alcohol que
de agua durante 2 dias seguidos.

Durante la fase de precambio los animales tuvieron en su jaula-hogar una sola botella
con agua, que cada dia se fue cambiando de lugar (izquierda/derecha). Se midi6 el consumo
cada 15 minutos, durante 2 horas, justo después de la sesion conductual. A partir del primer
dia de postcambio, e inmediatamente después de la sesion, se colocd a los animales dos
botellas: una con agua y otra con alcohol (2%).

Los animales fueron transportados a la sala experimental en grupos de 10 (5 ratas de
cada grupo). La tarea instrumental durd aproximadamente 45 minutos para cada grupo de 10
animales. El procedimiento disefiado para la tarea instrumental obedece a la adaptacion del
utilizado por Flaherty et al, (1998), y constd de tres partes sucesivas; pre-experimento o
habituacion, entrenamiento o precambio y extincion o postcambio.

Pre-experimento o habituacion: Esta fase tuvo una duracion de tres dias y consistio
en un proceso de habituacion al aparato. Durante este periodo cada rata se introducia en el
laberinto y se le dejaba explorar libremente el mismo, con el fin de disminuir la neofobia
que pudiera ocasionarle el contexto. El primer dia se realizaron cinco ensayos de un minuto
con cada uno de los animales, durante los cuales la rata podia explorar libremente el aparato
sin encontrar en el mismo recompensa en forma de pellets.

El segundo dia las ratas fueron expuestas a dos ensayos sin comida de un minuto de
duracion cada uno, y a continuacion a dos ensayos mas, en los que se mantuvo a cada rata
alojada durante un tiempo maximo de 1 minuto en el compartimento de meta con 12 6 2
pellets segin correspondiera a cada grupo. Finalmente se realiz6 un ultimo ensayo de un
minuto de duracién en el que se colocaba la recompensa (12 6 2 pellets, segun el grupo) a lo
largo del laberinto y se exponia a la rata al mismo.

Por ultimo, en el tercer dia, se realizaron tres ensayos con cada rata en los que se les
colocaba en la caja meta la recompensa (12 6 2 pellets, segiin grupo). El tiempo maximo
permitido para el consumo de la recompensa fue de 30 segundos. Si la rata finalizaba antes,
se sacaba de la caja meta. Por otro lado y con el mismo fin, se proporciond a todos los

animales 12 pellets en la jaula hogar junto a la comida habitual.
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Entrenamiento o precambio: Esta fase tuvo una duracion de 10 dias, durante los
cuales se realizaron sesiones de seis ensayos diarios de entrenamiento con cada rata en la
secuencia que se describe a continuacion y en tandas de 10 animales para cada laberinto.

El experimentador colocaba los pellets correspondientes en el compartimento-meta
con la puerta abierta (12 6 2, segun el grupo). Posteriormente se situaba a la rata en el
compartimento de salida con la compuerta cerrada. Una vez abierta ésta, el animal tenia un
maximo 20 segundos para recorrer el laberinto. Si una vez transcurrido ese tiempo no habia
alcanzado el compartimento-meta, se le empuja hacia ¢l suavemente y se registraban 20
segundos como latencia de respuesta. Tras esto, se le cerraba la puerta del compartimento-
meta, donde permanecia hasta haber consumido los pellets o por un tiempo maximo de 30
segundos, tras lo cual la rata era extraida del laberinto y se devolvia a su jaula hasta el
siguiente ensayo. El tiempo aproximado entre ensayos (ITI) para cada rata fue de unos 10
minutos.

Inmediatamente después de que cada animal finalizara la sexta sesion diaria, los
animales fueron devueltos a su jaula-hogar. La alimentacion de los animales se realizo 30
minutos después de finalizar la prueba de preferencia por el alcohol. Cada dos dias se
procedio a la limpieza de la jaula hogar y al cambio de serrin.

Extincion o postcambio: Esta fase tuvo una duracion de 5 dias. Durante cada dia el
procedimiento fue idéntico al realizado en la fase de entrenamiento, con la salvedad de que
el compartimento-meta contuvo sélo 2 pellets de recompensa. Inmediatamente después de
que cada animal finalizara la sexta sesion diaria, los animales fueron devueltos a su jaula-
hogar, en la que, durante 2 horas, una vez retirada la botella de avituallamiento estandar de
agua (500 ml), tuvieron acceso a dos botellas (150 ml) una con agua y la otra con alcohol (al
2%). Las concentraciones de alcohol se prepararon cada dia de igual modo que la explicitada
en el Estudio 1. Asimismo, cada dia se intercambid la posicion de las botellas de agua y
alcohol en la jaula para evitar una posible preferencia por el lugar. Para cada animal se
registrd el consumo de cada botella durante 2 horas, cada 15 minutos. Una vez finalizada la
prueba de preferencia las botellas empleadas en ésta fueron retiradas, y reemplazadas por

una botella de agua (500 ml).
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Tabla 4

Diserio del Experimento 4

N FASE DE FASE DE
GRUPO PRECAMBIO POSTCAMBIO
12-2 10 12 pellets 2 pellets
2-2 10 2 pellets 2 pellets

Nota. N: nimero de ratas en cada uno de los grupos. 12-2 y 2-2 se refiere a los dos
grupos de ratas en funcion del nimero de pellets recibidos en cada una de las fases
del experimento.

Variables dependientes

La variable dependiente registrada en la prueba instrumental fue la latencia media de
respuesta de cada sesion experimental (promediando la latencia de respuesta de los 6
ensayos que componian la misma), es decir, el tiempo invertido por el animal en llegar a la
caja meta desde el compartimento de salida, en segundos. Las medidas tomadas en la prueba
de preferencia y los indices de consumo calculados a partir de estas medidas fueron los
mismos que los especificados en los experimentos previos sobre preferencia incluidos en

esta Tesis Doctoral.

Analisis estadisticos

Para las distintas variables dependientes registradas en cada una de las pruebas se
realizaron anélisis de varianzas (ANOVA) en las distintas fases atendiendo a los factores
sesion y grupo (12-2 vs. 2-2). Finalmente, con el objetivo de analizar si las respuestas de
frustracion (latencia de respuesta) podrian estar relacionadas con los patrones de consumo
de alcohol (preferencia) se calcularon los correspondientes coeficientes de correlacion de
Pearson para cada sesion. Para todos estos analisis se establecido un nivel de significacion

estadistica de p < 0.05.
Resultados
Latencia de respuesta

La Figura 18 presenta los valores medios de latencia de respuesta registrados en los
grupos 12-2 y 2-2, a lo largo de las sesiones de precambio y de postcambio. La observacion

de esta figura parece indicar que, en la fase de precambio, ambos grupos mostraron valores
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de latencia similares, que se fueron reduciendo a lo largo de las sesiones. En la fase de
postcambio, sin embargo, la reduccion del nimero de pellets en el grupo 12-2 aumento la
latencia de la respuesta comparada con el grupo de control 2-2, sobre todo durante las dos
primeras sesiones. Estas observaciones se vieron confirmadas por los analisis estadisticos
pertinentes. E1 ANOVA grupo (12-2 vs. 2-2) x sesion (10) realizado con los datos de la fase
de precambio mostr6 un efecto estadisticamente significativo de la variable sesion, F(9, 162)
= 20,541, p < 0,0001, sin que ningun otro efecto principal o interaccion fueran
significativos. Este resultado indica que ambos grupos mostraron valores de latencia
similares a lo largo de las sesiones correspondientes a la fase de precambio, y que estas
latencias fueron reduciéndose conforme avanzo el entrenamiento.

El ANOVA grupo (12-2 vs. 2-2) x sesion (5) realizado con los datos de la fase de
postcambio mostr6 un efecto principal de la variable grupo, F(1, 18) = 9,172, p < 0,007, sin
que ningun otro efecto principal ni interaccion fueran significativos. Este resultado indica
que el grupo de contraste mostrd unos valores de latencia superiores a los registrados en el

grupo de control.

- ——2-2 ——12-2

Latencia (sg)
NN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Precambio Postcambio

Figura 18.Latencia de respuesta promedio registrada durante las fases de precambio (sesiones 1 a 10) y de
postcambio (sesiones 11 a 15) en la tarea de CSN en el grupo de control (2-2) y el grupo experimental (12-2).
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Consumo de etanol

En la Figura 19 se presentan los valores promedio del consumo de etanol de los
grupos 12-2 y 2-2 durante la fase de postcambio. Como se puede apreciar, los datos no
parecen ser concluyentes con respecto a las diferencias en consumo entre los grupos y en
cada una de las sesiones. E1l ANOVA grupo (12-2 vs. 2-2) x sesion (5) mostrd un efecto de
sesion, F(4, 72) = 3,967, p < 0,006, asi como de la interaccion sesion x grupo, F(4, 72) =
5,739, p < 0,0001. EI analisis de la interaccion indicd que las diferencias entre los grupos
apareci6 solo en la sesion 3, F(1, 18) = 5,116, p < 0,036, mostrando el grupo de contraste un

consumo mayor de etanol que el grupo control en esta sesion.
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Figura 19. Consumo promedio de etanol (en mililitros) durante la fase de postcambioen la prueba de
preferencia en el grupo de control (2-2) y el grupo experimental (12-2).

Preferencia por etanol

La Figura 20 representa los valores promedio de preferencia por etanol en los grupos

12-2 y 2-2 obtenidos en la fase de postcambio.
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Figura 20. Preferencia promedio por el etanol (en mililitros) registrada durante la fase de postcambio en
el grupo de control (2-2) y el grupo experimental (12-2).

El ANOVA grupo (12-2 vs. 2-2) x sesion (5) mostrd un efecto principal de la variable

sesion, F(4, 72), sin que ningun otro efecto principal ni interaccion fuera significativo.

Correlaciones entre latencia de respuesta y preferencia por alcohol

La relacion entre las medidas de latencia de respuesta y consumo de etanol se realiz6
calculando el correspondiente coeficiente de correlacion de Pearson en cada sesion. No se
obtuvo ninguna correlacion significativa entre las mismas, ni en relacion con los valores de

consumo de etanol, ni en relacion con las medidas de preferencia.

Discusion

El presente experimento se realizo con el objetivo de analizar si una experiencia en
devaluacion de recompensa (CSN instrumental) puede aumentar el consumo de etanol en
una prueba posterior de preferencia, tratando de identificar, en ratas Wistar, cuales podrian
ser las condiciones experimentales mas idoneas para obtener este efecto. Los resultados
indicaron que la reduccion en la magnitud de una recompensa esperada (de 12 pellets a 2
pellets) produjo un deterioro en la ejecucion de los animales sometidos a dicha reduccion,
cuando su ejecucion fue comparada con la mostrada por un grupo control que recibio 2
pellets durante todo el entrenamiento. De este modo, la manipulacion experimental realizada

en este estudio permitio la obtencion de un efecto de contraste de similares caracteristicas al
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obtenido en estudios anteriores de la misma naturaleza (Crespi, 1942; Flaherty et al., 2008;
Rosas et al., 2007)

Sin embargo, los resultados no fueron concluyentes ni demostraron que la
devaluacion en la magnitud de la recompensa provocara un aumento claro en el consumo de
alcohol, dado que s6lo se observd un aumento significativo en el consumo de esta sustancia
en la sesion 3 de la fase de postcambio, sin que dicho aumento fuera significativo cuando se
utilizaron los valores de preferencia por etanol como variable dependiente. Asimismo, no se
obtuvieron correlaciones significativas que nos permitieran poner en relacion la respuesta
instrumental medida en el laberinto con la respuesta consumatoria dirigida a la ingestion de
alcohol.

Las investigaciones que han puesto en relacion las experiencias de frustracion con el
alcohol han sido escasas, y la mayoria de ellas se han centrado en analizar de qué modo la
administracion forzada de alcohol puede influir en la magnitud del efecto de CSN, tanto en
tareas instrumentales como consumatorias. Estos estudios se basan en las propiedades
ansioliticas de esta droga de abuso, demostrando que dichas propiedades atenuan la
magnitud del contraste de un modo similar al observado tras la administracion de
benzodiacepinas o de barbitaricos (Flaherty, 1996; Gray, 1987). Por el contrario, no existen
evidencias en el momento actual que demuestren que la exposicidon a una experiencia
frustrante puede aumentar el consumo voluntario posterior de etanol. Los resultados
obtenidos en el presente experimento parecen indicar que la exposicion a la devaluacion
inesperada y repentina en la magnitud de un reforzador no tiene un efecto significativo sobre
el consumo posterior de alcohol, dado que sélo se observd un aumento significativo en
dicho en la sesion 3 de la fase de postcambio, mientras que no aparecieron resultados
relevantes con respecto a la variable dependiente preferencia por alcohol, ni tampoco se
obtuvieron correlaciones significativas entre las latencias de respuesta de la fase de
postcambio y los patrones de consumo de etanol registrados en dicha fase. Estos resultados
negativos podrian deberse a varios factores. En primer lugar, es posible que la experiencia
en devaluacion del reforzador (de 12 pellets a 2 pellets) no fuera lo suficientemente aversiva
o frustrante como para tener un impacto significativo sobre el consumo de alcohol, dado que
el animal pudo mantener el acceso a una fuente de reforzamiento (2 pellets), si bien de
menor magnitud. En segundo lugar, cabria la posibilidad de que la experiencia de los
animales con el alcohol no hubiera sido lo suficientemente extensa como para permitir a los
sujetos habituarse a la dosis utilizada e identificar sus propiedades psicoactivas. Finalmente,

es posible que para observar el efecto de la frustracion sobre el consumo de alcohol sea
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necesario emplear animales altamente reactivos en términos emocionales, es decir, capaces
de mostrar respuestas de frustracion extremas, en cuyo caso las ratas Wistar no serian un
modelo animal adecuado para este tipo de estudios.

Los experimentos que se presentan en las paginas siguientes fueron disefiados
atendiendo a estas consideraciones. Asi, (a) se aument6 la aversividad de la prueba
comportamental, utilizando la omision (en lugar de la devaluacion) del reforzador
presentado en la fase de precambio; (b) se aumento el tiempo de exposicion al alcohol,
introduciendo la prueba de preferencia después de cada una de las sesiones, tanto en la fase
de adquisicion como de extincidon; (c) se utilizaron tanto tareas instrumentales como
consumatorias, incorporando disefios experimentales mas complejos que nos permitieron
valorar la generalidad de los resultados obtenidos (por ejemplo, incluyendo grupos de
reforzamiento parcial en la tarea instrumental); y (d) se emplearon ratas RHA-I y RLA-I,
que muestran diferencias extremas en el rasgo conductual de ansiedad, asi como en sus

respuestas de frustracion (RLA-I > RHA-I).
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ESTUDIO 5.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue analizar el impacto de una
experiencia frustrante sobre el consumo voluntario de alcohol en las ratas Romanas RHA-1 y
RLA-I. Para ello, los animales fueron expuestos a una tarea consumatoria en la que se
omitid una solucion de sacarosa al 22% tras haberla presentado durante 10 sesiones de cinco
minutos cada una. Inmediatamente después, los sujetos tuvieron acceso a una solucion de
alcohol, presentada en una prueba de preferencia agua/etanol (al 2%) que tuvo una duracién
de 2 horas. Sobre la base de las diferencias en reactividad emocional y en tendencia a
consumir alcohol voluntariamente que muestran estas cepas, se establecieron las siguientes
predicciones: (a) las ratas RLA-I mostraran una mayor respuesta de frustracion que las
RHA-I cuando sean expuestas a la omision del reforzador apetitivo (sacarosa), lo que
provocara la aparicion de respuestas incompatibles con la consumatoria (inmovilizacion)
que haran que la extinciéon de esta respuesta sea mas rapida en la primera cepa en
comparacion con la segunda; (b) el consumo de alcohol después de la omision del
reforzador serd mayor en la cepa RLA-I en comparacion con la RHA-I, dado que esta
experiencia frustrante inducird a los animales mas ansiosos a consumir esta droga para

reducir dicho estado aversivo.

Método

Sujetos

Se utilizaron 40 ratas macho (20 RHA-I y 20 RLA-I), procedentes de la Universidad
Auténoma de Barcelona. A su llegada al laboratorio las ratas fueron colocadas en jaulas
individuales con acceso libre a agua y comida. Una semana antes de dar comienzo el
experimento, los animales fueron privados de comida para que alcanzaran aproximadamente
el 82% de su peso ad libitum, peso que se mantuvo constante durante todo el periodo
experimental. El peso de los animales antes de la privacion oscilaba entre 340 y 380 gramos.
Las condiciones de temperatura y los ciclos de luz-oscuridad fueron idénticas a las
establecidas en los experimentos anteriores. La exposicion de los animales al alcohol se
realizd en sesiones de 2 horas, inmediatamente después de la prueba consumatoria, y el

registro de las variables dependientes se llevo a cabo entre las 9.00 y las 14.00 horas.
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Aparatos

Para llevar a cabo la tarea consumatoria se emplearon seis cajas de plexiglds, con
unas dimensiones de 15 cm de ancho, 30 cm de largo, y 30 cm de alto. La parte superior de
cada caja estaba abierta para poder introducir y extraer a los animales. Las paredes frontal y
posterior de la caja eran transparentes, y los laterales de color negro. Una bandeja con serrin
fue colocada en el suelo de la caja para recoger las heces y la orina. En la pared frontal de
cada caja y a través de un agujero situado a 10,7 cm del suelo se colocé una boquilla
acoplada a una bureta graduada que contenia la solucién azucarada. Las buretas se
encontraban fijadas por la parte exterior de la caja mediante un soporte con pinzas de
sujecion, evitando asi que se cayeran o movieran durante los ensayos (véase la Figura 21).
La solucién de sacarosa se elaboré mezclando 22 gramos de azicar con 78 gramos de agua
destilada. Se utiliz6 un agitador magnético para conseguir una disolucion completa de la
mezcla. Para controlar el tiempo que debian permanecer las ratas en la caja durante el
ensayo (5 minutos) se usaron seis cronometros. En las hojas de registro se anot6 diariamente

la cantidad, en mililitros, de solucién de sacarosa consumida por cada rata.

Figura 21. Cajas de plexiglas donde se realizo la tarea consumatoria.

La prueba de preferencia por el alcohol para cada rata se realizé en su caja hogar.
Las caracteristicas de estas cajas, asi como de las botellas en las que se presentaban las
distintas concentraciones de alcohol, la bascula digital para tomar las medidas de consumo,

y la elaboracion de la concentracion de alcohol fueron idénticas a las descritas en el Estudio

4.
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Procedimiento

Las ratas fueron transportadas en tandas de seis sujetos en sus propias jaulas hogar
desde el estabulario hasta la habitacion experimental. Cada rata fue asignada a una de las
cajas experimentales disponibles, y siempre era entrenada en la misma. El orden de
entrenamiento de los grupos se contrabalance6 en cada sesion y también a través de los dias.
El entrenamiento dur6 un total de 14 sesiones, de las cuales 10 fueron de precambio y 4 de
postcambio, asi como una fase de habituacion, previa a la fase de precambio.

Habituacion. Esta fase que dur6 una Unica sesion consistio en la exposicion de las
ratas a las cajas de consumo. Tuvo una duraciéon de cinco minutos, durante la cual no
tuvieron acceso a solucion alguna.

Adquisicion. La fase de adquisicion dur6 diez dias, y cada dia para cada rata tuvo
lugar una sesion de cinco minutos, durante los cuales los sujetos tuvieron libre acceso a una
solucién de sacarosa al 22%. El tiempo comenzaba a registrarse a partir de la primera
lametada del animal a la boquilla. Tras los cinco minutos de exposicién a la solucion, los
animales eran inmediatamente devueltos a su jaula-hogar, donde fueron expuestos a la
prueba de preferencia por el alcohol.

Extincion. Después de que los animales fueran expuestos durante diez dias a la
solucion de sacarosa, dio comienzo la fase de extincidn, cuyo procedimiento fue idéntico al
utilizado en la fase de adquisicion, con la salvedad de que todos los animales recibieron
agua destilada. Esta fase se prolong6 durante 4 sesiones.

La prueba de preferencia por el alcohol se realizé diariamente, una vez finalizada la
tarea consumatoria. Los primeros cuatro dias fueron utilizados para la habituacién de las
ratas a las dos botellas con agua (150 ml). A partir del dia quinto (haciendo coincidir este dia
con el dia de habituacion de la tarea consumatoria) los animales tuvieron acceso a dos
botellas (150 ml) una con agua y la otra con alcohol (al 2%), o bien a dos botellas con agua
en funcion de su asignacion a los distintos grupos (grupos ET y W, respectivamente). Las
concentraciones de alcohol se prepararon cada dia de igual modo que la explicitada en el
Estudio 1. Asimismo, cada dia se intercambid la posicion de las botellas del agua y el
alcohol en la jaula hogar para evitar una posible preferencia por el lugar. Una vez finalizada
la prueba de preferencia las botellas empleadas en ésta fueron retiradas, y reemplazada por
una botella de agua (500 ml). La alimentacion de los animales se realizé 30 minutos después
de finalizar la prueba de preferencia por el alcohol. Cada dos dias se procedi6 a la limpieza
de la jaula hogar y al cambio de serrin. El consumo de la solucién de alcohol y de agua se

midid 2 horas después de iniciada la prueba de preferencia.
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Cada cepa de ratas (RHA-I y RLA-I) se dividi6 en dos grupos en funcion de su peso,
con el objetivo de que dichos grupos que estuvieran igualados con respecto a esta variable.
Un grupo de cada cepa tuvo acceso a las dos botellas con agua en su jaula hogar
inmediatamente después de la prueba consumatoria (grupos RHA/W y RLA/W), mientras
que los otros dos grupos de ratas fueron expuestos a una botella con agua y a otra con etanol

al 2% (grupos RHA/ET y RLA/ET, véase el disefio del Estudio 5 en la Tabla 5).

Tabla 5.

Diserio del Experimento 5

CEPA PREFERNCIA N GRUPO
ET 10 RHA(ET)
RHA
w 10 RHA(W)
ET 10 RLA(ET)
RLA
W 10 RLA(W)

Nota: RHA y RLA se refiere a cada una de las cepas de ratas que participaron en este estudio.
ET se refiere a la condicion de preferencia en la que los animales disponen de dos botellas, una
de ellas con etanol y la otra con agua, y W representa la condicion de preferencia en la que las
dos botellas contienen agua. Inmediatamente antes de la prueba de preferencia las ratas habian
realizado la tarea consumatoria. Grupo se refiere a la nomenclatura de cada uno de los grupos
que surgen de la combinacion factorial de los factores Cepa y Preferencia, y N al numero de
animales en cada grupo.

Variables dependientes

En la prueba consumatoria se registr la cantidad de solucién consumida (sacarosa o
agua) en mililitros. Las medidas tomadas en la prueba de preferencia, y los indices de
consumo calculados a partir de estas medidas, fueron los mismos que los especificados en

los experimentos previos sobre preferencia por el etanol de esta tesis doctoral.

Analisis estadisticos

El tratamiento estadistico de las variables dependientes se realiz6 mediante analisis
de varianzas (ANOVA) en los que se tuvieron en cuenta los factores cepa, sesion, y acceso a

alcohol o so6lo a agua. Se establecio un nivel de significacion estadistica de p < 0.05.

Resultados

Consumo de la solucion de sacarosa/agua (prueba consumatoria)
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La Figura 22 representa el consumo diario de la solucion de sacarosa (durante la fase
de adquisicion) o de agua (durante la fase de extincidon) en la prueba consumatoria. Como se
puede observar, los distintos grupos de animales no parecen mostrar diferencias sensibles en
su consumo. El ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x preferencia (ETvs.W) x sesion (10) sobre
el consumo registrado durante la fase de adquisicion arroj6 un efecto significativo del factor
sesion, F(9, 324) = 52,863, p < 0,0001, y de la interaccion cepa x sesion, F(9, 324) = 2,659,
p < 0,005. Ningun otro efecto principal ni interaccion resultd estadisticamente significativo.
El anélisis de la interacciéon mostré un efecto de cepa sélo en la ultima sesion, F(1, 38) =
6,537, p <0,015.

El ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x preferencia (ET vs.W) x sesion (4) sobre el
consumo registrado durante la fase de extincion no arrojé ningun efecto significativo,
indicando que todos los grupos mostraron una extincion similar en su respuesta de consumo.

10 —8— RHA/ET
—O—RLA/ET
—8—RHA/W
—O—RLA/W

CONSUMO (ml)
vl

Sesiones

Figura 22.Consumo promedio (en mililitros) durante las fases de adquisicion (sesiones 1 a 10) y de
extincion (sesiones 11 a 14) en la prueba consumatoria en cada cepa (RHA y RLA) en funcién de la
condicion de la condicion del factor de preferencia asignado. ET y W indican el contenido de las botellas
durante la fase de interferencia, que podian contener una etanol y la otra agua, o bien las dos agua,
respectivamente.

Consumo de alcohol

La Figura 23 representa los valores de consumo de la solucion de etanol (2%) a lo

largo de las sesiones en las cepas de ratas RHA y RLA. La inspeccion de esta figura parece
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sugerir que los animales no mostraron diferencias importantes en dicho consumo durante la
fase de adquisicion (a excepcion de la sesion 10, donde parece que la cepa RHA redujo su
consumo con respecto a las sesiones anteriores). Por el contrario, durante los dias de
extincion la cepa RLA parece mostrar unos valores de consumo superiores a los mostrados
por la cepa RHA en las tres primeras sesiones. Los andlisis estadisticos pertinentes
confirmaron parcialmente estas observaciones. EIl ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x sesion
(10) realizado en la fase de adquisicion mostrdé que solo el efecto de la variable sesion
resultd estadisticamente significativo, F(9,162) = 12,034, p < 0,0001, lo que sugiere que
ambas cepas fueron aumentando gradualmente su consumo a lo largo de las sesiones del
experimento. El ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x sesion (4) realizado en la fase de extincion
obtuvo, por el contrario, un efecto significativo de las variables sesion, F(3, 54) = 7,957, p <
0,0001, y cepa, F(1, 18) = 14,385, p < 0,001, asi como de la interaccion entre ambas, F(3,
54) =5,327, p <0,003. El analisis de esta interaccion indicd que la cepa RLA consumié mas
alcohol que la cepa RHA en las tres primeras sesiones de extincion [valor menor de F(1, 18)

= 4,447, p < 0,049].

10

9 1 —8—RHA/ET —{—RLA/ET

CONSUMO (ml)
(€3]

Sesiones

Figura 23. Consumo promedio de etanol (en mililitros) durante las fases de adquisicion (sesiones 1 a 10)
y de extincion (sesiones 11 a 14) en la prueba de preferencia en cada cepa (RHA y RLA).

Consumo de agua

En la Figura 24 se representan los valores de consumo de agua obtenidos durante la

prueba de preferencia en cada una de las cepas (RHA vs. RLA) en funcién de las
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condiciones asignadas en la tarea de preferencia (ET vs. W). Como se puede apreciar en
estaFigura aquellos grupos que tuvieron acceso sélo a agua en la prueba de preferencia
consumieron mas agua que los grupos que fueron expuestos a una botella con agua y otra
con etanol (2%). E1 ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x preferencia (ET vs. W) x sesion (10)
realizado sobre los datos de la fase de entrenamiento mostrd un efecto significativo de las
variables sesion, F(9, 324) = 83,90, p < 0,0001, y preferencia, F(1, 36) = 111,038, p <
0,0001, asi como de la interaccidon entre ambas, F(9,324) = 7,600, p < 0,0001. El analisis de
la interaccion reveld que las diferencias entre los grupos que recibieron solo agua y aquellos
que tuvieron acceso a agua y a etanol aparecieron en todas las sesiones de la fase de
adquisicion [valor menor de F(1,38) = 18,467, p <0001]. El ANOVA cepa (RHA vs RLA) x
preferencia (ET vs. W) x sesiéon (4) en la fase de extincion arrojé diferencias
estadisticamente significativas en las variables sesion, F(3, 108) = 6,538, p < 0,0001 y
preferencia, F(1,369) = 113, 130, p < 0,0001, indicando, de nuevo, que los animales que
recibieron s6lo agua consumieron mas este liquido que aquellos que recibieron agua y
alcohol.

10
—8—RHA/ET —O—RLA/ET

—8—RHA/W —O—RLA/W
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Figura 24. Consumo promedio de agua (en mililitros) durante las fases de adquisicion (sesiones 1 a 10) y
de extincion (sesiones 11 a 14) en la prueba de preferencia en cada cepa (RHA y RLA), en funcion de la
condicion solo agua (W) o etanol y agua (ET) durante la tarea de preferencia.

Volumen total de consumo
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LaFigura 25 representa el volumen total de consumo (agua + alcohol) obtenido
durante la prueba de preferencia en cada una de las cepas (RHA vs. RLA) en funcién de las
condiciones asignadas en la tarea de preferencia (ET vs. W). En la Figura parece apreciarse
que so6lo el grupo RLA/ET mostr6é unos valores de consumo total superiores al resto de los
grupos, y solo durante los primeros dias de extincion. E1 ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x
preferencia (ET vs. W) x sesion (10) realizado sobre los datos de la fase de entrenamiento
mostrd un efecto significativo de la variable sesion, F(9, 324) = 76,757, p < 0,0001. Ningin
otro efecto principal ni la interaccion resultaron estadisticamente significativos. En la fase
de extincion, el ANOVA cepa (RHA vs RLA) x preferencia (ET vs. W) x sesion (4) arrojo
un efecto significativo de las variables sesion, F(3, 108) = 7,710, p < 0,0001, cepa, F(1, 36)
= 8,287, p < 0,007, y preferencia, F(1,36) = 13,210, p < 0,001, asi como de la interaccion
preferencia x sesion, F(3, 108) = 2,994, p < 0,034. El andlisis de esta interaccion indicd que
las diferencias entre los grupos de etanol y de agua (ET vs. W) aparecieron en las tres

primeras sesiones de extincion [valor menor de F(1, 38) = 4,574, p < 0,039].
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Figura 25. Volumen promedio de consumo de agua + etanol (en mililitros) durante las fases de
adquisicion (sesiones 1 a 10) y de extincion (sesiones 11 a 14) en la prueba de preferencia en cada cepa
(RHA y RLA), en funcién de la condicion solo agua (W) o etanol y agua (ET) durante la tarea de
preferencia.

Discusion
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El objetivo del presente trabajo de investigacion fue analizar el impacto de una
experiencia frustrante sobre el consumo voluntario de alcohol en las ratas RHA-I y RLA-I.
Para ello los animales fueron sometidos a una tarea consumatoria en la que se omitio el
reforzador (sacarosa) después de diez sesiones de entrenamiento, analizandose el consumo
posterior de alcohol en una prueba de eleccion agua vs. alcohol (2%) que dur6 2 horas. Los
resultados indicaron que en la prueba consumatoria ambas cepas consumieron la misma
cantidad de sacarosa durante la fase de adquisicion (a excepcion de la sesion 10, donde la
cepa RLA-I consumi6 mas que la RHA-I). Estos resultados fueron observados con
independencia de que los animales tuvieran acceso a agua (W) o a alcohol (ET) en la prueba
de preferencia posterior. En la fase de extincidon no se observaron diferencias significativas
entre los grupos, indicando que todos ellos extinguieron la conducta de consumo de un
modo similar. Por lo que respecta al consumo de alcohol, se comprobo que en la fase de
adquisicion ambas cepas obtuvieron valores de consumo similares, mientras que
inmediatamente después de la omision del reforzador la cepa mas reactiva emocionalmente
(RLA-I) consumié mads alcohol que la menos reactiva (RHA-I). Estos resultados sugieren
que el impacto que una experiencia frustrante de omision de recompensa puede tener sobre
el consumo voluntario de etanol esta determinado por influencias genéticas.

Los resultados obtenidos en la prueba consumatoria no parecen adecuarse a nuestras
hipotesis y predicciones iniciales. Asi, se esperaba encontrar una extinciéon mas rapida en la
cepa RLA-I en comparacion con la RHA-I, dada su mayor reactividad emocional, tal y
como se ha observado en pruebas instrumentales cuando se retira repentinamente un
reforzador sélido (12 pellets, Gomez, et al., 2009). Estos resultados podrian explicarse desde
dos perspectivas. En primer lugar, es posible que la ausencia de diferencias de cepa pudiera
deberse a un efecto de suelo, dado que los valores de consumo de agua en todos los grupos
fueron extremadamente bajos. Esta posibilidad deberd analizarse en futuros estudios
reduciendo (no omitiendo por completo) la magnitud del reforzador en paradigmas de CSN
(en lugar de extincion), lo cual podria atenuar el deterioro en la respuesta de consumo en

relacion con los resultados obtenidos en el presente trabajo.

Una explicacion alternativa de los datos obtenidos en este estudio podria estar
relacionada con las limitaciones que ofrecen las pruebas consumatorias para encontrar
diferencias en respuestas de frustracion entre las ratas RHA-I y RLA-I. En efecto, Gomez et
al., (2009) observaron que la reduccion en la concentracién de una solucion de sacarosa del

32% al 4% produjo un efecto de contraste similar entre las cepas RHA-I y RLA-I, lo que
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obligoé a reducir la discrepancia entre las soluciones de pre y postcambio del 22% al 4%. En
este caso se comprobd que ambas cepas presentaron un efecto de contraste de igual
magnitud el primer dia de la devaluacion del reforzador, si bien en los dias posteriores la
cepa RLA-I tuvo una recuperacion de dicho efecto mas lenta que la RHA-I. No obstante,
estos resultados no han podido replicarse en estudios posteriores de naturaleza similar
(Sabariego et al, 2011), ni tampoco se han obtenido diferencias de cepa en contraste
negativo utilizando otras manipulaciones experimentales (datos no publicados). En este
sentido, existen datos en la literatura que sugieren una disociacion entre los procedimientos
de pérdida de recompensa consumatorios e instrumentales. Asi, por ejemplo, la reduccion
inesperada en la magnitud de una solucion de sacarosa genera un contraste negativo
consumatorio, pero no es capaz de inducir un deterioro de la respuesta comparable cuando
se emplea este reforzador liquido en procedimientos instrumentales. Asimismo, en
situaciones de entrenamiento instrumental, la omision inesperada de un reforzador apetitivo
a menudo genera comportamientos agresivos en numerosos mamiferos, mientras que ratas
expuestas a una devaluacion similar en la magnitud de la recompensa en tareas
consumatorias muestran una reduccién en comportamientos de cardcter agresivo. Otra
prueba en favor de esta disociacion consumatoria vs. instrumental se deriva de los resultados
obtenidos en los estudios de lesiones cerebrales, dado que las lesiones provocadas en el
hipocampo y el NAc afectan al contraste instrumental pero no al consumatorio, mientras que
las lesiones de la region corticomedial de la amigdala anulan el contraste consumatorio y
solo reducen parcialmente el instrumental. Los estudios farmacoldgicos arrojan, por ultimo,
resultados similares, dado que los ansioliticos (incluyendo benzodiacepinas y alcohol)
aumentan la resistencia a la extincion instrumental mientras que facilitan la consumatoria
(Kamenetzy et al., 2009). Estos datos, junto con los obtenidos en nuestro laboratorio,
sugieren que los fendomenos de frustracion consumatoria e instrumental estarian regulados
por principios y mecanismos psicobioldgicos que en parte podrian ser diferentes (Sabariego

etal., 2011).

Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio en relaciéon con los
patrones de consumo de alcohol registrados tras la experiencia en omision de recompensa
parecen sugerir que, con independencia de la conducta registrada en la prueba consumatoria,
dicha experiencia tuvo un impacto diferente en cada cepa. Asi, mientras que durante la
adquisicion no se constataron diferencias en consumo de etanol (un hallazgo que concuerda

con datos previos obtenidos en nuestro laboratorio con relacion a la dosis de etanol utilizada
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en este estudio), la cepa mas reactiva emocionalmente (RLA-I) consumi6 més alcohol que la
menos reactiva (RHA-I) en las tres primeras sesiones de extincion, un resultado que si
parece adecuarse a nuestras predicciones iniciales. Estos resultados podrian explicarse en el
marco de los modelos tedricos explicativos de los fendmenos comportamentales inducidos
por pérdida de recompensa. Asi, numerosas evidencias obtenidas en el laboratorio animal
indican que la devaluacion inesperada de la calidad o cantidad de un reforzador apetitivo
desencadena un estado fisioldgico, cognitivo y comportamental caracteristico que algunos
autores denominan frustracion (Amsel, 1992). Este estado involucra mecanismos
emocionales semejantes a los inducidos por la presentaciéon de estimulos aversivos
(relacionados, por ejemplo, con el dolor fisico y la novedad), desencadenando respuestas
andlogas al estrés a través de la activacion de circuitos cerebrales vinculados con el miedo y
la ansiedad (Flaherty, 1996; Gray y McNaughton, 2000; Papini, 2006). Esta hipotesis ha
sido apoyada por numerosos estudios conductuales, farmacologicos, hormonales, endocrinos
y psicogenéticos, poniendo de manifiesto la utilidad de los paradigmas de
omisioén/devaluacion de recompensa para el estudio de las bases psicobiologicas de las
emociones negativas. Los resultados obtenidos en el presente trabajo parecen ir en la misma
direccion, al indicar que la omision repentina de un reforzador esperado podria constituir
una experiencia estresante que aumente el consumo de alcohol en un organismo
especialmente vulnerable o sensible a este tipo de experiencias (en nuestro caso la cepa
RLA-I). Estos hallazgos son comparables a los obtenidos por otros autores utilizando
diversos tipos de experiencias estresantes y otras cepas de animales genéticamente
seleccionadas sobre la base de sus diferencias en reactividad emocional o en vulnerabilidad
a la adiccion (van der Kam et al., 2005, Vengeliene ef al., 2003). Asimismo, nuestros datos
parecen apoyar lo hallado en estudios previos que sugieren que un animal frustrado tiende a
buscar claves previamente asociadas con alcohol, con el probable objetivo de reducir este
estado aversivo haciendo uso de las propiedades ansioliticas de esta sustancia, las cuales se
habrian asociado con las claves contextuales mediante condicionamiento clasico
(Kamenetzky, Mustaca y Papini, 2008). Por consiguiente, los resultados obtenidos en el
presente estudio parecen poner de manifiesto la utilidad de los paradigmas de omision de
recompensa consumatorios, asi como de las ratas RHA-I y RLA-I, para explorar las

complejas relaciones entre genética, ambiente y conducta adictiva.
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ESTUDIO 6.

Este experimento tuvo como objetivo fundamental analizar, en ratas genéticamente
seleccionadas (RHA-I y RLA-I), el efecto de una experiencia frustrante inducida en una
prueba instrumental sobre el consumo voluntario de alcohol. En concreto, se tratdo de
analizar, por un lado, la resistencia a la extincion de una respuesta instrumental previamente
aprendida bajo dos condiciones de adquisicion: reforzamiento continuo vs. reforzamiento
parcial. Del mismo modo, se estudid el impacto de esta experiencia en omision de
recompensa sobre el consumo voluntario de etanol, tratando de averiguar si dicho impacto
podria verse influido por la cepa (RHA-I vs. RLA-I) y/o el programa de entrenamiento
utilizados (continuo vs. parcial).

Sobre la base de las diferencias observadas entre las ratas RHA-I y RLA-I en
relacién con su reactividad a la frustracidon, su persistencia conductual en situaciones de
refuerzo parcial (ERPE) y su tendencia a consumir alcohol de forma voluntaria, se
establecieron las siguientes predicciones: (a) las ratas RLA-I mostraran una extinciéon mas
rapida que las RHA-I en su respuesta instrumental cuando hayan recibido reforzamiento
continuo durante la adquisicion de dicha respuesta; (b) los animales RLA sometidos a
reforzamiento parcial tendrdn una latencia de respuesta inferior durante la fase de extincion
que los animales de la misma cepa sometidos a reforzamiento continuo; en la cepa RHA
estas diferencias no aparecerdn; (c) en la fase de adquisicion, los animales que reciban
refuerzo parcial estaran mas frustrados y beberan mas alcohol en las primeras sesiones que
los animales que reciban refuerzo continuo, especialmente aquellos mas sensibles a esta
experiencia de omision de recompensa (RLA); (d) durante la fase de extincion ocurrira lo
contrario: los animales sometidos a refuerzo continuo se frustrardn mas (especialmente la
cepa RLA) y estos sujetos consumirdn mas alcohol que los RHA sometidos a reforzamiento

continuo. Estas diferencias no se observaran en la condicion de reforzamiento parcial.

Método

Sujetos

Se utilizaron 52 ratas macho (26 RHA-I 'y 26 RLA-I), procedentes de la Universidad
Autonoma de Barcelona. A su llegada al laboratorio las ratas tenian un peso aproximado de

380 gramos, y fueron colocadas en jaulas individuales con acceso libre a agua y comida.
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Una semana antes de dar comienzo el experimento, los animales fueron privados de comida
para que alcanzaran aproximadamente el 82% de su peso ad libitum, peso que se mantuvo
constante durante todo el periodo experimental. Las condiciones de temperatura y los ciclos
de luz-oscuridad fueron idénticas a las establecidas en los experimentos anteriores. La
exposicion de los animales al alcohol se realizd en sesiones de 2 horas, inmediatamente
después de la prueba conductual, y el registro de las variables dependientes se llevd a cabo

entre las 9.00 y las 16.00 horas.

Aparatos

Para realizar la prueba instrumental se utilizaron los mismos laberintos, crondmetros
y basculas descritos en el Estudio 4. Asimismo, los pellets empleados como recompensa
tuvieron las mismas caracteristicas.

La prueba de preferencia por el alcohol para cada rata se realizé en su caja hogar.
Las caracteristicas de estas cajas, asi como de las botellas en las que se presentaba la
concentracion de alcohol, la bascula digital para tomar las medidas de consumo, y la
elaboracion de las distintas concentraciones de alcohol fueron idénticas a las descritas en el

Estudiol.

Procedimiento

Los animales fueron llevados a la sala experimental en tandas de 13 animales. El
procedimiento disefiado para la tarea instrumental obedece a la adaptacion del utilizado por
Flaherty, Coppotelli, Hsu y Otto (1998), y const6 de tres partes sucesivas; pre-experimento o
habituacién, entrenamiento o precambio y extincion o postcambio.

Pre-experimento o habituacion: Esta fase fue idéntica a la descrita en el Estudio 4,
con la salvedad de que en esta ocasion todos los animales recibieron 12 pellets en el
compartimento de meta durante esta fase.

Entrenamiento o precambio: Esta fase tuvo una duracion de 10 dias, durante los
cuales se realizaron sesiones de seis ensayos diarios de entrenamiento con cada rata en la
secuencia que se describe a continuacion y en tandas de 13 animales para cada laberinto.

El experimentador colocaba los pellets correspondientes en el compartimento-meta
con la puerta abierta (12 para los grupos de reforzamiento continuo, 12 6 0 para los grupos
de reforzamiento parcial segun la secuencia de cada dia). Posteriormente se situaba a la rata
en el compartimento de salida con la compuerta cerrada. Una vez abierta ésta, el animal

tenia un maximo 20 segundos para recorrer el laberinto. Si una vez transcurrido ese tiempo
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no habia alcanzado el compartimento-meta, se le empuja hacia él suavemente y se
registraban 20 segundos como latencia de respuesta. Tras esto, se le cerraba la puerta del
compartimento-meta, donde permanecia hasta haber consumido los pellets o por un tiempo
maximo de 30 segundos, tras lo cual la rata era extraida del laberinto y se devolvia a su jaula
hasta el siguiente ensayo. El tiempo aproximado entre ensayos (ITI) para cada rata fue de
unos 13 minutos.

Inmediatamente después de que cada animal finalizara la sexta sesion diaria, los
animales fueron devueltos a su jaula-hogar, en la que durante 2 horas, una vez retirada la
botella de avituallamiento estdndar de agua (500 ml), tuvieron acceso a dos botellas (150
ml), una con agua y la otra con alcohol (al 2%), o bien a dos botellas con agua en funcién de
su asignacion a los distintos grupos (grupos ET y W, respectivamente). Las concentraciones
de alcohol se prepararon cada dia de igual modo que la descrita en el Estudio 1. Asimismo,
cada dia se intercambio la posicion de las botellas de agua y alcohol en la jaula para evitar
una posible preferencia por el lugar. Para cada animal se registr6 el consumo de cada botella
en tres momentos diferentes: a los 45 minutos, tras 1 hora y 15 minutos, y a las 2 horas. Una
vez finalizada la prueba de preferencia, las botellas empleadas en ésta fueron retiradas, y
reemplazadas por una botella de agua (500 ml). La alimentacion de los animales se realizo
30 minutos después de finalizar la prueba de preferencia por el alcohol. Cada dos dias se
procedio a la limpieza de la jaula hogar y al cambio de serrin.

Extincion o postcambio: Esta fase tuvo una duracion de nueve dias. Durante cada dia
el procedimiento fue idéntico al realizado en la fase de entrenamiento, con la salvedad de
que el compartimento-meta no contuvo recompensa alguna. Asimismo, la prueba de
eleccion agua/etanol posterior a la fase de extincion tuvo lugar en los mismos términos que
la descrita para la fase de entrenamiento.

Para cada una de las cepas los animales fueron asignados en funcién de su peso a los
distintos grupos que surgen de la manipulacion factorial de las variables modalidad de
reforzamiento (continua vs. parcial) y preferencia (agua/agua “W” vs. etanol/agua “ET”,

véase disefio del Estudio6 en la Tabla 6).

Variable dependiente

Las variables dependientes registradas en la tarea instrumental y en la prueba de

preferencias fueron las mismas que las indicadas en el Estudio 4 de esta tesis doctoral.
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Tabla 6

Diserio del Experimento 6

CEPA  PREFERENCIA REFORZAMIENTO N GRUPO
C 7 RHA/C(ET)
ET
P 7 RHA/P(ET)
RHA
W C 6 RHA/C(W)
P 6 RHA/P(W)
C 7 RLA/C(ET)
ET
P 7 RLA/P(ET)
RLA
W C 6 RLA/C(W)
P 6 RLA/P(W)

Nota: RHA y RLA se refiere a cada una de las cepas de ratas que participaron en este estudio. En cada cepa la
mitad de las ratas recibié un tratamiento distinto durante la fase de precambio de la tarea instrumental, bien
porque todos los ensayos estuvieron reforzados (C), bien porque sélo la mitad de los ensayo fueron seguidos de
la recompensa (P). ET se refiere a la condicion de preferencia en la que los animales disponen de dos botellas,
una de ellas con etanol y la otra con agua, y W representa la condicioén de preferencia en la que las dos botellas
contienen agua. Inmediatamente antes de la prueba de preferencia las ratas habian realizado la prueba
instrumental. Grupo se refiere a la nomenclatura de cada uno de los grupos que surgen de la combinacion
factorial de los factores Cepa, Preferencia y Reforzamiento, y N al nlimero de animales en cada grupo.

Analisis estadisticos

Para las distintas variables dependientes registradas en cada una de las pruebas se
realizaron anélisis de varianzas (ANOVA) en las distintas fases atendiendo a los factores
sesion , cepa (RHA vs. RLA), reforzamiento (C vs. P) y preferencia (ET vs. W). Finalmente,
con el objetivo de analizar si las respuestas de frustracion (latencia de respuesta) podrian
estar relacionadas con los patrones de consumo de alcohol (preferencia) se calcularon los
correspondientes coeficientes de correlacion de Pearson para cada sesion. Para todos estos

analisis se estableci6 un nivel de significacion estadistica de p < 0.05.

Resultados

Fase de entrenamiento o precambio (sesiones 1 a 10)

Latencia de respuesta. E1 ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x reforzamiento (C vs. P) x
preferencia (ET vs. W) x sesion (10) mostrd un efecto significativo de la variable sesion,
F(9, 396) = 151,796, p < 0,0001, asi como de la interaccion sesion x preferencia, F(9, 396)
= 2,250, p < 0.01, sesion x reforzamiento x cepa, F(9, 396) = 2,378, p > 0,01, sesion x
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reforzamiento x preferencia, F(9, 396) = 5 088, p < 0,0001, y sesion x reforzamiento x cepa
x preferencia, F(9, 396) = 3,907, p < 0,0001.

Para analizar la fuente de esta cuadruple interaccion se realizaron los analisis que se
describen a continuacion. En primer lugar se tomaron en cuenta los datos de cada cepa por
separado. En el caso de la cepa RLA (véase parte superior de la Figura 26), el ANOVA
sesion x reforzamiento x preferencia mostrd un efecto significativo de la variable
reforzamiento, F(9, 198) = 67, 591, p < 0,0001, y de las interacciones sesion x preferencia,
F(9, 198) =2, 065, p < 0,034, y sesion x preferencia x reforzamiento, F(9, 198) = 6,644, p <
0,0001. En relacion con esta triple interaccion, se analizaron por separado los datos
referentes a la condicion de agua y de preferencia, respectivamente. En la condicion de agua
se hallé un efecto significativo del factor sesion, F(9, 90) = 40,692, p < 0,0001, asi como
una interaccion significativa sesion x reforzamiento, F(9, 90) = 6,503, p < 0,0001. El analisis
de esta interaccion indicod que las diferencias entre las latencias de respuesta halladas en la
condicion de reforzamiento continuo vs. parcial aparecieron en las sesiones 1 y 3 [valor
menor de F(1, 10) = 4,96, p < 0,05), siendo marginalmente significativas en las sesiones 9
(F(1, 10) = 4,758, p < 0,054] y 10 [F(1,10) = 4,447, p < 0,061]. La inspeccion de la Figura
26 indica que en las primeras sesiones el grupo de reforzamiento continuo mostré una
latencia de respuesta superior al de parcial, mientras que en las tltimas sesiones la tendencia
fue la opuesta. Por el contrario, en la condicidon de preferencia solo se hallé un efecto
significativo de la variable reforzamiento, F(9, 108) = 28,461, p < 0,0001,observandose que,
con independencia de la condicién de reforzamiento, los valores de latencia a lo largo de las
sesiones fueron reduciéndose progresivamente.

También en la cepa RLA se realizo el analisis separado de los datos obtenidos en las
condiciones de reforzamiento continuo y parcial, respectivamente. En la condicion de
reforzamiento continuo se obtuvo un efecto principal de sesion, F(9, 99) = 68, 156, p <
0,0001, asi como una interaccion significativa sesion x preferencia, F(9, 99) = 8,072, p <
0,0001, encontrandose diferencias entre la condiciéon ET vs. W en las sesiones 1 y 2 [valor
menor de F(1, 11) =6, 591 , p < 0,026, la latencia de respuesta en el grupo ET fue menor
que la mostrada por el grupo W]. Por su parte, en la condicién de reforzamiento parcial
aparecio un efecto significativo de sesion, F(9, 99) = 18,731, y de la interaccidon sesion x
preferencia, F(9, 99) = 2, 591, p < 0,01. Sin embargo, el andlisis de esta interaccién no
mostr6é diferencias significativas entre estas condiciones en ninguna de las sesiones

analizadas.
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Por lo que respecta a la cepa RHA (véase parte inferior de la Figura 26), el ANOVA

sesion x reforzamiento x preferencia sélo arrojé un efecto significativo de la variable

reforzamiento, F(9, 198) = 93,046, p < 0,0001 observandose una reduccion progresiva en las

latencias de respuesta registradas a lo largo de las sesiones.
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Figura 26. La parte superior de la Figura muestra la latencia promedio medida en segundos para los
distintos grupos en la cepa de ratas RLA-I. La parte inferior de la Figura representa las latencias de
respuestas en los distintos grupos de la cepa de ratas RHI. C y P se refieren a las modalidades de
reforzamiento continuo y parcial, respectivamente, que tuvieron lugar durante la tarea instrumental. ET y
W indican el contenido de las botellas durante la fase de interferencia, que podian contener una etanol y
la otra agua, o bien las dos agua, respectivamente.
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Por otro lado, para comparar las diferencias de cepa en latencia de respuesta se
compard a los grupos de reforzamiento continuo vs. parcial por separado. En la condicion de
reforzamiento continuo (véase parte superior de la Figura 27), se hall6 un efecto
significativo de sesion, F(9, 198) = 103,112, p< 0,0001, asi como de las interacciones cepa x
sesion, F (9, 198) =4, 213, p<0,0001, preferencia x sesion, F(9, 198) =4, 655, p <0,0001 y
cepa x preferencia x sesion, F(9, 198) = 7,338, p < 0,0001 El andlisis de esta triple
interaccion mostrdé que, en la condicién agua, aparecié un efecto significativo del factor
sesion, F(9, 90) = 64,566, p < 0,0001 y de la interaccion cepa x sesion, F(9, 90) = 7,057, p <
0,0001. El andlisis de esta interaccion indicé que las diferencias de cepa aparecieron solo en
las dos primeras sesiones [valor menor de F (1, 10) = 4,998, p < 0,049], siendo la latencia de
respuesta superior en la cepa RLA en relacion con la RHA. Por el contrario, en la condicion
de preferencia, s6lo se obtuvo un efecto principal de la variable sesion, F (9, 108) = 38,223,

p <0,0001, observandose una reduccion progresiva en la latencia de respuesta.

Por su parte, el andlisis de los datos referentes a la condicion de reforzamiento
parcial (véase parte inferior de la Figura 27) arroj6 un efecto significativo del factor sesion,
F(9,198) = 59,389, p < 0,0001, y de la interaccidon reforzamiento x preferencia, F(9,198) =
3,042, p < 0,002. El estudio de esta interaccion indicd que las diferencias entre los grupos

expuestos a alcohol y a agua aparecieron solo en la sesion 9, F(1, 24) = 4,367, p < 0,047.
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Figura 27. La parte superior de la Figura muestra la latencia promedio (en segundos) durante la fase de
entrenamiento para los distintos grupos que recibieron reforzamiento continuo. La parte inferior de la
Figura representa las latencias promedio en los distintos grupos que recibieron reforzamiento parcial. C y
P se refieren a las modalidades de reforzamiento continuo y parcial, respectivamente. ET y W indican el
contenido de las botellas durante la fase de interferencia, que podian contener una etanol y la otra agua, o
bien las dos agua, respectivamente.

Finalmente, el analisis separado de las diferencias de cepa en las condiciones de E/'W
vs. W indic6 que, en la condicion de W (véase parte superior de la Figura 28), se obtuvo un
efecto significativo de sesion, F(9, 180) = 78,449, p < 0,0001, asi como de las interacciones
reforzamiento x sesion, F(1, 180) = 3,650 y reforzamiento x cepa x sesion, F(1, 180) =

5,225, p < 0,0001. El andlisis de esta triple interaccién reveld que, en la condicion de
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reforzamiento continuo se obtuvo un efecto significativo del factor sesion, F(9, 90) =
64,566, p < 0,0001, y de la interaccion cepa x sesion, F (9, 90) = 7,057, p < 0,0001, en la
que se hallaron diferencias de cepa sélo en las sesiones 1 y 2 [valor menor de F(1, 10) =
4,998, p < 0,049]. En la condicién de reforzamiento parcial sélo se obtuvo un efecto
significativo de la variable sesion, F (9, 90) = 25, 277, p < 0,0001, con una tendencia a que
las latencias de respuesta fueran reduciéndose a lo largo de las sesiones, a excepcion de las
dos tultimas.

Por su parte, en la condicion de etanol (véase parte inferior de la Figura 28) se
obtuvo un efecto significativo de sesion, F(9, 216) = 74, 181, p < 0,0001, y de la interaccién
sesion x reforzamiento, F(9, 126) = 2,220, p < 0,022. El analisis de esta interaccion indicod
que las diferencias entre reforzamiento continuo y parcial aparecieron solo en la sesion 2,

F(1,26) = 4, 325, p < 0,048.
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Figura 28. La parte superior de la figura muestra la latencia promedio (en segundos) durante la fase de
entrenamiento para los distintos grupos que recibieron s6lo agua durante en la tarea de preferencia. La parte
inferior de la figura representa las latencias promedio en los distintos grupos que fueron expuestas a dos
botellas, una con agua y la otra con etanol durante la prueba de preferencia. C y P se refieren a las modalidades
de reforzamiento continuo y parcial, respectivamente.

Preferencia por alcohol. E1 ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x reforzamiento (C vs. P)
x sesion (10) realizado con los datos de la condicion ET del factor preferencia durante la
fase de entrenamiento arrojo un efecto significativo de las variables sesion, F(9, 216) =
7,486, p < 0,0001 y reforzamiento, F(1, 24) = 8,801, p < 0,001, asi como de la interaccion
reforzamiento x sesion, F (9, 216) = 3,075, p < 0,002 . El analisis de esta interaccion indicd

que los animales pertenecientes a la condicién de reforzamiento continuo mostraron una
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mayor preferencia por alcohol que los sometidos a reforzamiento parcial en las sesiones 2, 4,
6,7, 8,9,y 10 (valor menor de F (1, 26) =4, 971, p <0,035). Estas diferencias aparecieron

con independencia de la cepa (véase Figura 29).
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Figura 29. Preferencia promedio por el etanol (en mililitros) registrada durante la fase de entrenamiento

en las dos cepas de ratas (RHA y RLA) bajo las condiciones de reforzamiento continuo (C) y de
reforzamiento parcial (P).

Fase de extincion o postcambio (sesiones 11 a 19)

Latencia de respuesta. E1 ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x reforzamiento (C vs. P) x
preferencia (ET vs. W) x sesion (9) mostrd un efecto significativo de los factores sesion,
F(8,352) = 88,691, p < 0,0001, cepa, F(1,44) = 8,703, p < 0,005, reforzamiento, F(1,44) =
9,874, p < 0,003 y preferencia, F(1,44) = 8,394, p < 0,006. También fueron significativas las
interacciones reforzamiento x sesion, F (8,352)= 8,857, p < 0,0001, y sesion x preferencia,
F (8,352) = 5,707, p < 0,0001. EI analisis de la interacciéon reforzamiento x sesion indicod
que el grupo de reforzamiento continuo mostrdé una latencia de respuesta superior a la
mostrada por el grupo de reforzamiento parcial en las sesiones 2, 3,4, 5, 6 y 7 [valor menor
de F(1, 50) = 6,250, p < 0,016]. En relaciéon con la interacciéon preferencia x sesion, los
analisis estadisticos realizados indicaron que el grupo que tuvo acceso a etanol después de

cada sesion mostrd una latencia de respuesta inferior a la mostrada por el grupo expuesto

122



solo a agua en las sesiones 1, 2, 3 y 4 [valor menor de F (1, 50) =4, 216, p < 0,045]. Estas
diferencias aparecieron con independencia de la cepa.

Como se puede observar en la Figura 30 estos resultados indican: (a) que la cepa
RLA mostr6 una latencia de respuesta superior a la cepa RHA; (b) que se obtuvo un ERPE
en las sesiones 2 a la 7, y que este fendmeno no dependi6 de la cepa, (c) que el acceso a
etanol después de cada sesion aumento la resistencia a la extincion cuando las latencias de
respuesta de este grupo fueron comparadas con las mostradas por el grupo expuesto a agua,
al menos en las primeras 4 sesiones de extincion (véase parte superior e inferior de la Figura
30). La inspeccion de esta figura sugiere, ademas, que el ERPE apareci6 en la cepa RLA-I,
pero no en la RHA-I, cuando los animales recibieron s6lo agua en la prueba de preferencia
(parte superior de la Figura 30), mientras que dicho fendmeno de resistencia a la extincion
se observo en ambas cepas cuando éstas recibieron alcohol en la prueba de preferencia

posterior (parte inferior de la Figura 30).

123



20

18

16

14

12

10

Latencia (sg)

6 —8—RHA/C (W) —O—RLA/C (W)

4 —&—RHA/P (W) —2—RLA/P (W)

11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sesiones

20

18

16

14

12

10

Latencia (sg)

—8—RHA/C (ET) —O—RLA/C (ET)

—e—RHA/P (ET) ——RLA/P (ET)

11 12 13 14 15 16 17 18 19
Sesiones

Figura 30. Latencia de respuesta promedio registrada durante la fase de extincion en los grupos que
recibieron solo agua en la prueba de preferencia (parte superior de la Figura) o etanol y agua (parte
inferior de la Figura. C y P se refieren a las modalidades de reforzamiento continuo y parcial,
respectivamente. ET y W indican el contenido de las botellas durante la fase de interferencia, que podian
contener una etanol y la otra agua, o bien las dos agua, respectivamente.

Preferencia por alcohol. E1 ANOVA cepa (RHA vs. RLA) x reforzamiento (C vs. P)
x sesion (9) realizado con los datos de la condicion ET del factor preferencia durante la fase
de extincion arrojo un efecto significativo de los factores sesion, F (8, 192)=, p < 0,0001,
cepa, F(1,24) =5, 996, p < 0,022, y reforzamiento, F (1, 24) = 19,822, p < 0,0001 asi como
de la interaccion reforzamiento x cepa, F (1, 24) = 6, 861, p < 0,015. El andlisis de esta

interaccion indico que, en la condicidon de reforzamiento continuo (véase parte superior de la
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Figura 31), la cepa RLA mostr6 una preferencia mayor al etanol que la mostrada por la cepa
RHA, F(1,12) = 10,213, p < 0,008 . Por el contrario, en la condicién de reforzamiento

parcial (véase parte inferior de la Figura 31) no se hallaron diferencias significativas entre

las cepas, F(1, 12) =0,020.
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Figura 31. Preferencia promedio por el etanol (en mililitros) registrada durante la fase de extincion en las
dos cepas de ratas (RHA y RLA) bajo las condiciones de reforzamiento continuo (C, parte superior de la
Figura) y de reforzamiento parcial (P, parte inferior de la Figura).
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Correlaciones entre latencia de respuesta y preferencia por alcohol

La relacion entre las medidas de latencia de respuesta y preferencia por etanol se
realiz6 mediante el coeficiente de correlacion de Pearson en cada sesion. En la fase de
entrenamiento no aparecieron correlaciones significativas en ninguna de las sesiones. Por el
contrario, en la fase de extincioén se obtuvieron correlaciones significativas de signo positivo
en las sesiones 2, 3, 4, 5, 6 y 8, lo que sugiere que aquellos animales que estuvieron mas

frustrados fueron aquellos que consumieron mas alcohol (véase la Tabla 7).

Tabla 7.

Coeficiente de correlacion de Pearson

Latencia2 y Preferencia2 A37(%)
Latencia3 y Preferencia3 ,380(*)
Latencia4 y Preferencia4 ,460(*)
Latencia5 y Preferencia5 A493(%)
Latencia6 y Preferencia6 A16(%)
Latencia8 y Preferencia8 ,504(*)

Nota:* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Discusion

El presente trabajo de investigacion se realizé con el objetivo de analizar el impacto
de una experiencia en omision de recompensa (extincion instrumental) sobre el consumo
voluntario de etanol (2%) en ratas RHA-I vs. RLA-I, tratando de averiguar si dicho impacto
depende de las caracteristicas genéticas de los animales, asi como de la experiencia previa
en reforzamiento continuo vs. parcial (ERPE). Los resultados indicaron que las ratas mas
reactivas emocionalmente (RLA-I) consumieron mdas alcohol que las menos reactivas
(RHA-I) durante la fase de extincion cuando dicha fase estuvo precedida por una fase de
adquisicion con reforzamiento continuo. Por el contrario, cuando los animales fueron
frustrados repetidamente durante la fase de adquisicion (reforzamiento parcial) no
aparecieron diferencias significativas en preferencia por etanol durante la extincion. Al
mismo tiempo, se comprobd que el acceso a etanol inmediatamente después de la tarea
instrumental tuvo un efecto importante sobre la ejecucion de los animales, dado que

aumento la resistencia a la extincion en relacion con los grupos que recibieron solo agua en
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la prueba de preferencia. Finalmente, las latencias de respuesta registradas durante la fase de
extincion correlacionaron positiva y significativamente con los patrones de preferencia por
etanol, un hallazgo que pone en relacion la reactividad individual a la frustracion con el
consumo voluntario de alcohol. Estos resultados pueden discutirse en el marco de las
teorias, hipdtesis y predicciones que han guiado la realizacion del presente experimento.

En primer lugar, los resultados obtenidos con relaciéon a la latencia de respuesta
confirman parcialmente nuestra hipodtesis de partida, dado que, de acuerdo con estudios
previos, se esperaba encontrar un ERPE en la cepa RLA-I, pero no en la RHA-I (Gémez et
al., 2008). Sin embargo, en el presente experimento se observd que los animales que
recibieron reforzamiento continuo durante la fase de adquisicion extinguieron mas
rapidamente su respuesta que aquellos que fueron reforzados parcialmente, y que este
fendémeno de aumento en la resistencia a la extincion en los ultimos se observo tanto en la
cepa RHA-I como en la RLA-I. No obstante, la observacion de la Figura 30 parece indicar
que la ausencia de diferencias de cepa en relacion con el ERPE podria deberse al efecto que
tuvo el alcohol sobre la ejecucion instrumental, dado que en los animales que recibieron solo
agua si que se apreciaron diferencias en la ejecucion en la direccion prevista: un aumento en
la resistencia a la extincion en el grupo RLA-I de reforzamiento parcial en comparacion con
el grupo RLA-I de reforzamiento continuo, y ausencia de diferencias entre los grupos RHA-
I y RHA-I continuo vs. parcial (Figura 30, parte superior). Por el contrario, en los grupos
que tuvieron acceso a etanol se observo el ERPE en ambas cepas (Figura 30, parte inferior).
Este resultado es dificil de explicar, dado que a menudo se observa que las propiedades
ansioliticas que tiene el etanol tienden a anular fenémenos de persistencia comportamental
como el ERPE (Gray, 1987), en una linea similar a lo observado con otros farmacos
ansioliticos como las benzodiacepinas (Pellegrini et al, 2004). No obstante, en estos
experimentos se suele utilizar una administracion forzada que es previa a la prueba
comportamental de frustracion, mientras que en nuestro caso los animales tuvieron acceso al
etanol inmediatamente después de la sesion instrumental, pudiendo consumir o no la droga
de forma voluntaria. En este sentido, se podria argumentar que, tras varias sesiones de
entrenamiento, los animales podrian haber aprendido a anticipar durante la prueba
instrumental el acceso posterior a una sustancia con importantes propiedades reforzantes y
ansioliticas. Esta anticipacion de un potente reforzador pudo atenuar (de modo comparable
al observado en paradigmas de contraste anticipatorio; Flaherty, 1996) el impacto de la
manipulacion experimental realizada durante la fase de extincién (omision del reforzador),

manteniendo la respuesta instrumental con independencia de la cepa y de que los grupos
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hubieran recibido previamente refuerzo continuo o parcial. En cualquier caso, estos
resultados constituyen un hallazgo novedoso cuya consistencia e implicaciones tedricas
deberan analizarse en estudios futuros.

Del mismo modo, los resultados referentes al consumo de etanol también confirman
solo parcialmente nuestras predicciones, dado que durante la fase de adquisicion no se
obtuvieron diferencias de consumo relevantes entre los grupos sometidos a reforzamiento
parcial vs. reforzamiento continuo. Mas relevantes para los objetivos del presente
experimento son, sin embargo, los datos referentes a la preferencia por el alcohol que se
registraron durante la fase de extincion. Asi, se comprobd que los animales mas emocionales
(RLA-I) mostraron mayor preferencia por el alcohol que los menos emocionales (RHA-I)
durante la fase de extincion cuando en la fase de adquisicion habian recibido reforzamiento
continuo, mientras que no se hallaron diferencias en condiciones de entrenamiento en
reforzamiento parcial. Estos resultados pueden discutirse en el marco de las hipdtesis
desarrolladas para dar cuenta del fendémeno del ERPE, entre las cuales destaca la propuesta
por Amsel (1992). Segln esta teoria, el aumento de la resistencia a la extincion que se
observa tras una experiencia con reforzamiento parcial se debe a que el animal aprende a
continuar respondiendo bajo un estado de frustracion. Esta teoria asume que durante los
ensayos iniciales el animal desarrolla una expectativa de reforzamiento al final del laberinto
en los ensayos reforzados. Una vez que esta expectativa de reforzamiento ha tenido lugar, la
ausencia de reforzamiento generaria la aparicion de un estado emocional de frustracion. Tras
repetidas experiencias de frustracion se desarrollaria simultdneamente una expectativa de no
reforzamiento (o de frustracion anticipatoria) y de reforzamiento cuando los animales
alcanzan el compartimento meta, generando un estado de conflicto en el sujeto que oscilaria
entre dar la respuesta de aproximacion o la de retirada del compartimento meta. Dado que la
respuesta de aproximacion acaba siendo reforzada en algunos ensayos, tanto la expectativa
de reforzamiento como la expectativa de frustracion actuarian como estimulos
discriminativos que facilitarian la ejecucion de la respuesta de aproximacion, provocando asi
la persistencia comportamental que se observa durante la fase de extincion. Por lo tanto, los
animales sometidos a una experiencia de reforzamiento parcial tienden a mantener la
respuesta de aproximacion a causa de este mecanismo de contracondicionamiento de la
frustracion anticipatoria (Amsel, 1992).

La idea de que el ERPE puede considerarse un efecto de aprendizaje paradojico
basado en mecanismos emocionales ha sido apoyada por una amplia evidencia experimental.

En primer lugar, la experiencia previa con un programa de reforzamiento parcial puede
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aumentar la resistencia comportamental en otras situaciones relacionadas con pérdida de
recompensa, como el CSN, un efecto que puede atenuarse por medio de la administracion de
un ansiolitico como el clordiacepdxido. En segundo lugar, se ha encontrado en repetidas
ocasiones que las lesiones en el sistema septohipocampal, un circuito cerebral que regula las
emociones de miedo/ansiedad, abolen ¢l ERPE. Finalmente, la administracion cronica de
ansioliticos gabaérgicos en la fase de entrenamiento y extincion reduce la resistencia a la
extincion en sujetos que han sido sometidos a un programa de reforzamiento parcial,
aboliendo el ERPE en procedimientos de ensayos espaciados (véase Goémez et al., 2008,
para revision). Los resultados obtenidos en el presente trabajo podrian discutirse en este
marco teorico. Asi, el hecho de que la cepa mas ansiosa (RLA-I) consumiera més alcohol
que la menos ansiosa (RHA-I) bajo condiciones de reforzamiento continuo, se explicaria por
la reaccion emocional mas acentuada que tendria la omision inesperada de un reforzador en
aquellos animales mds susceptibles ante este tipo de experiencias negativas. Por el contrario,
cuando los animales tienen una experiencia repetida de omision de recompensa
(reforzamiento parcial) aprenden a persistir en su respuesta y se vuelven mas tolerantes a la
frustracion. Ello explicaria la ausencia de diferencias de cepa en consumo de alcohol en esta
condiciéon experimental de refuerzo parcial. En este sentido, el hecho de que se encontraran
correlaciones positivas entre la latencia de respuesta y los valores de preferencia por el
alcohol en la fase de extincion parece poner en relacion directa la respuesta individual a
experiencias de pérdida con la tendencia posterior a consumir alcohol de forma voluntaria.
Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo pueden ponerse en relacion con
estudios previos que han analizado la influencia de experiencias negativas de omision de
recompensa sobre conductas asociadas con el alcohol (incluyendo lo hallado en el Estudio 5
de esta Tesis Doctoral). En este sentido, Kamenetzky (2008a) analizé el efecto de la
disminucién sorpresiva del refuerzo sobre la busqueda de claves asociadas con el etanol,
observando que los animales frustrados permanecieron mas tiempo en el lugar asociado con
el alcohol que los controles inyectados con salino. Aunque en este estudio no se evalud
directamente el consumo voluntario de alcohol en los animales sometidos a la experiencia
de devaluacion de la recompensa, su resultados ponen en evidencia una posible relacion
entre estrés inducido por pérdida y alcohol, una relacién que se ha puesto de manifiesto en el
presente experimento. Por todo ello, puede concluirse que los paradigmas de pérdida de
recompensa constituyen una aproximacion experimental de gran utilidad para analizar las
relaciones entre estrés y consumo de drogas de abuso, asi como el modo en que dichas

relaciones estan moduladas por factores genéticos.
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DISCUSION GENERAL

El consumo de distintos tipos de drogas ha sido una constante observada desde la
Antigiiedad en numerosos pueblos y culturas. Sin embargo, el fenomeno de la drogadiccion
solo ha alcanzado una extraordinaria importancia en las tltimas décadas, debido a las graves
consecuencias sociales y sanitarias que se derivan del mismo. Esta expansion se encuentra
enmarcada en las propias caracteristicas de la sociedad industrial y de consumo. En los
ultimos siglos el hombre ha pasado de recolectar y consumir las plantas silvestres con
distintos fines, a obtener y estudiar sus principios activos, purificarlos, modificar sus
estructuras quimicas y sintetizar en el laboratorio moléculas afines con el propoésito de crear
componentes de mayor acciéon psicoactiva. De este modo, la progresiva manipulacion
galénica ha supuesto la masificacion del consumo de estas sustancias, perdiéndose todo el
halo méagico-religioso que durante decenas de siglos las acompaid y mantenia su ingesta
restringida a ciertas personas y situaciones (Escohotado, 1999). En la actualidad nos
encontramos con que en la mayoria de los paises conviven drogas aceptadas a nivel social,
junto a otras cuyo consumo esta sancionado. En Espafa, por ejemplo, existe un elevado
numero de personas adictas a drogas ilicitas, si bien es cierto que el nimero es ain mayor en
el caso de las drogas licitas, como el tabaco y el alcohol. Estas consideraciones ponen de
manifiesto la magnitud del fenémeno adictivo y la necesidad de avanzar en el conocimiento
de las causas, las consecuencias, la prevencion y el tratamiento de las drogodependencias.

El estudio cientifico de la conducta adictiva tiene en la aproximacion psicobioldgica
uno de sus pilares fundamentales. La psicobiologia es una ciencia multidisciplinar interesada
en el estudio de las bases bioldgicas de la conducta, tanto normal como patoldgica. El
caracter cientifico de la psicobiologia determina que esta disciplina comparta con otras
ciencias biologicas el empleo de animales como sujetos de experimentacion, una practica
que ha estado tradicionalmente apoyada en los cimientos aportados por la teoria de la
evolucion. En efecto, el conocimiento actual de las acciones de las drogas de abuso sobre el
sistema nervioso central y la conducta ha sido posible merced al desarrollo de preparaciones
experimentales capaces de reproducir en el laboratorio los componentes esenciales de la
drogadiccion humana. Al mismo tiempo, las limitaciones éticas propias de la investigacion
con seres humanos han orientado a escoger animales con sistemas nerviosos similares al
humano, y a tratar de establecer paralelismos entre los resultados obtenidos en el laboratorio

y los conocimientos sobre funcionamiento cerebral humano y su conducta. En condiciones
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experimentales adecuadas es posible controlar muchos factores que afectan a la conducta
adictiva, como la genética, las experiencias tempranas, el ambiente inmediato, los
antecedentes de consumo, la historia conductual del sujeto, etc., unos factores dificilmente
controlables fuera del contexto de la experimentacion animal. En definitiva, la posibilidad
de realizar descripciones objetivas de la conducta, y de controlar de forma precisa las
condiciones que hacen posible la apariciéon de la respuesta en estudio, constituyen las
razones principales que explican la amplia aceptacion de los modelos animales en el &mbito
de estudio de la conducta en general (Metha y Gosling, 2006) y de las adicciones en
particular (LeMoal y Koob, 2007). Los trabajos presentados en la presente Tesis Doctoral
pueden encuadrarse en este marco tedrico, dado que constituyen un intento de identificar
algunos de los factores de riesgo que determinan el consumo de alcohol desde un punto de
vista psicobioldgico. En concreto, se analiz6 la influencia del rasgo conductual de busqueda
de novedad y de la reactividad emocional ante situaciones de frustracion sobre el consumo
espontaneo de alcohol, utilizando ratas Romanas consanguineas de Alta (RHA-I) y Baja
Evitacion (RLA-I). Los resultados obtenidos se resumen brevemente a continuacion.

En primer lugar, se establecieron las condiciones experimentales idoneas para
detectar diferencias en consumo voluntario de etanol en las ratas Romanas consanguineas
RHA-I y RLA-I. Para ello se analizaron los patrones de consumo espontineo y de
preferencia por el alcohol en estos animales mediante un procedimiento de aclimatacion
basado en el aumento progresivo de las concentraciones de etanol utilizadas (2, 4 6, 8 y
10%), comparando dichos patrones de consumo con los observados tras presentar una unica
dosis de alcohol al 10% (sin aclimatacion). Los resultados obtenidos indicaron la existencia
de diferencias de cepa en consumo voluntario de alcohol que dependieron de la dosis y de la
variable dependiente utilizada, aunque no de la presencia o ausencia del procedimiento de
aclimatacion. Estos hallazgos amplian la caracterizacion fenotipica de estos animales en
relacion con el consumo de alcohol y permiten utilizarlos como modelo animal en el estudio
de las bases psicogenéticas de esta conducta.

En segundo lugar, se realizO un estudio dirigido a validar la pruebas
comportamentales utilizadas para analizar el rasgo conductual de busquedad de novedad, un
rasgo repetidamente asociado con la conducta adictiva y que es divergente en las ratas
Romanas (Driscoll et al, 2009). En concreto, se tratd de comprobar si las respuestas
registradas en dichas pruebas son estables entre individuos y nos pueden aportar
informacion sobre su validez. En concreto, se selecciond como test de referencia el HB,

comparando la ejecucion de los animales (ratas Wistar) en este test basado en exposicion
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forzada a la novedad con la observada en dos pruebas basadas en eleccion libre: el laberinto
en Y y la prueba de de emergencia. Los resultados obtenidos indicaron que los animales que
mostraron mas conductas exploratorias relacionadas con novedad en el HB (i.e., head
dipping) fueron aquellos que visitaron con més frecuencia el brazo novedoso del laberinto
en Y, y una mayor tendencia a visitar el compartimento iluminado en la Prueba de
Emergencia. Estos resultados parecen poner de manifiesto la utilidad de las pruebas
comportamentales empleadas en este estudio para analizar experimentalmente el rasgo
conductual de busqueda de novedad.

En tercer lugar, se realizd un experimento que tuvo como objetivo principal analizar
el comportamiento de las ratas RHA-I y RLA-I en las pruebas de novedad previamente
comentadas (HB, laberinto en Y y test de emergencia), y relacionar su ejecucion con los
patrones de consumo voluntario de etanol registrados mediante un procedimiento de
eleccion agua/alcohol basado en la presentacion de dosis crecientes de esta droga (2, 4, 6, 8
y 10%). Los resultados indicaron que, en comparacion con la cepa RLA-I, la cepa RHA-I
mostrd mas conductas relacionadas con la exploracion activa de ambientes novedosos, tanto
en condiciones de exposicion forzada como de eleccion libre. Asi, en el HB estos animales
mostraron una mayor frecuencia y duracion de head-dippings, asi como un mayor niimero
de cruces, mientras que en el laberinto en Y estos animales permanecieron mas tiempo y
visitaron con mas frecuencia el brazo novedoso. En la prueba de emergencia, sin embargo,
no se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre las cepas. Asimismo, en la
prueba de consumo voluntario de etanol se comprobd que con todas las dosis utilizadas las
ratas RHA-I presentaron valores de preferencia por la sustancia superiores a los registrados
en la cepa RLA-I, hallandose correlaciones significativas entre estos valores y algunas
medidas de busqueda de novedad, como el nimero de head-dippings (con respecto a la dosis
del 10%), y la frecuencia y tiempo de estancia en el brazo abierto del laberinto en Y (en
relacion con las dosis del 6% y el 8%). Estos hallazgos sugieren que las ratas RHA-I y
RLA-I constituyen un modelo animal que puede ser de utilidad para analizar el rasgo
comportamental de busqueda de novedad y su relacion con el consumo/preferencia por
alcohol.

Finalmente, se analiz6 si el impacto de experiencias ambientales negativas sobre el
consumo de alcohol estd modulado por influencias genéticas. En concreto, se estudio si la
exposicion de los animales a situaciones de pérdida/frustracion puede constituir una
experiencia estresante que aumente el consumo de alcohol y, sobre todo, si este efecto

depende de las diferencias en reactividad emocional que muestran las ratas RHA-I y RLA-I.
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Para ello se realizaron tres experimentos. En el primero de ellos se tratd de averiguar si el
paradigma de CSN instrumental apetitivo puede ser adecuado como experiencia frustrante
capaz de influir en el consumo voluntario de etanol, llevando a cabo un estudio piloto con
ratas Wistar expuestas a la reduccion inesperada en la magnitud de la recompensa
presentada en la caja meta de un laberinto recto (12 pellets-2 pellets). Los resultados
indicaron que esta reduccion produjo un deterioro en la ejecucion de los animales sometidos
a la misma, cuando su ejecucion fue comparada con la mostrada por un grupo control que
recibié 2 pellets durante todo el entrenamiento. Sin embargo, los resultados no fueron
concluyentes ni demostraron que esta devaluacion en la magnitud de la recompensa (al
menos en las condiciones utilizadas en este estudio) provocara un aumento claro en el
consumo de alcohol.

En el segundo experimento, las ratas RHA-I y RLA-I fueron expuestas a una
situacion frustrante de extincidn consumatoria (en la que recibieron soluciones de agua tras
hacer recibido previamente soluciones de sacarosa al 22%), teniendo acceso después a
alcohol (2%) en una prueba de preferencia. Los resultados indicaron que en la prueba
consumatoria ambas cepas consumieron la misma cantidad de sacarosa durante la fase de
adquisicion, con independencia de que los animales tuvieran acceso a agua (W) o a alcohol
(ET) en la prueba de preferencia posterior. En la fase de extincion no se observaron
diferencias significativas entre los grupos, indicando que todos ellos extinguieron la
conducta de consumo de un modo similar. Por lo que respecta al consumo de alcohol, se
comprobd que en la fase de adquisicion ambas cepas obtuvieron valores de consumo
similares, mientras que inmediatamente después de la omision del reforzador la cepa mas
reactiva emocionalmente (RLA-I) consumié mas alcohol que la menos reactiva (RHA-I).

Por ultimo, en el tercer experimento de esta ultima fase las ratas RHA-I y RLA-I
fueron expuestas a una tarea instrumental en la que se omitié el reforzador -12 pellets-
(extincion), después de haber sido presentado de forma continua o parcial (efecto del
reforzamiento parcial sobre la resistencia a la extincion; PREE), presentandoles alcohol
inmediatamente después de esta experiencia. Los resultados indicaron que las ratas mas
reactivas emocionalmente (RLA-I) consumieron mdas alcohol que las menos reactivas
(RHA-I) durante la fase de extincion cuando dicha fase estuvo precedida por una fase de
adquisicion con reforzamiento continuo. Por el contrario, cuando los animales fueron
frustrados repetidamente durante la fase de adquisicion (reforzamiento parcial) no
aparecieron diferencias significativas en preferencia por etanol durante la extincion entre las

cepas. Al mismo tiempo, se comprobd que el acceso a etanol inmediatamente después de la
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tarea instrumental tuvo un efecto importante sobre la ejecucion de los animales, dado que
aumento la resistencia a la extincion en relacion con los grupos que recibieron solo agua en
la prueba de preferencia. Finalmente, las latencias de respuesta registradas durante la fase de
extincion correlacionaron positiva y significativamente con los patrones de preferencia por
etanol, un hallazgo que pone en relacion la reactividad individual a la frustracion con el
consumo voluntario de alcohol. En su conjunto, estos resultados sugieren que ciertas
experiencias ambientales estresantes vinculadas con experiencias de pérdida pueden
constituir factores precipitantes en el consumo de sustancias adictivas en individuos genética
y temperamentalmente vulnerables, poniendo de manifiesto la complejidad del fendmeno
adictivo.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral pueden discutirse en el marco
de las teorias, hipdtesis y predicciones que han guiado su realizacion.

En primer lugar, numerosas evidencias clinicas y experimentales sugieren que la
adiccion en general, y el alcoholismo en particular, son trastornos conductuales con una
clara determinacion genética. Asi, existe una gran variabilidad entre los individuos en
relacion con sus tasas de preferencia por el alcohol, y estas diferencias pueden determinar su
susceptibilidad a desarrollar patrones anormales de consumo (Crabbe et al., 1994; Lovinger
y Crabbe, 2005). Esta observacion ha permitido desarrollar, mediante un procedimiento de
seleccion psicogenética, pares de cepas de animales caracterizados por diferencias extremas
en sus niveles de consumo voluntario de etanol (Ellenbroek et al., 2005). Las ratas RHA-1 y
RLA-I constituyen un ejemplo de estas cepas de animales, mostrando claras diferencias en
sus patrones de preferencia por esta droga, asi como en su tendencia a autoadministrarse
otras sustancias de abuso (Giorgi et al., 2007). En concreto, las ratas RHA/Verh consumen
cantidades de etanol y presentan tasas de preferencia por esta sustancia significativamente
superiores a las mostradas por las ratas RLA-I/Verh, tanto cuando se utiliza una dosis inica
de la droga (10%) como cuando se emplean procedimientos de aclimatacion con dosis
progresivamente crecientes (Fernandez-Teruel, Driscoll ef al,, 2002; Giorgi et al., 1997).
Los resultados obtenidos en el presente experimento extienden estos hallazgos a la variedad
consanguinea de las ratas Romanas (RHA-I y RLA-I), si bien en nuestro estudio las
diferencias de cepa en consumo y preferencia por alcohol dependieron de la dosis de etanol
y de la variable dependiente utilizada. Ademas, el empleo de un rango de dosis extenso
como el utilizado en este experimento permitid6 conocer con mas detalle este perfil
comportamental, posibilitando el anélisis de sus bases neurobioldgicas y genéticas. En este

sentido, los estudios futuros deberan poner en relacién estos datos conductuales con las
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divergencias funcionales existentes entre las cepas en relacion con sus circuitos de
recompensa (Giorgi et al., 2007), asi como con la expresion diferencial de genes vinculados
con la conducta adictiva (Blazquez et al., 2012; Fernandez-Teruel, Driscoll et al., 2002;
Sabariego et al., 2011; Zhang et al., 2005b).

En segundo lugar, la presente Tesis Doctoral persiguio explorar las relaciones entre
estos patrones diferenciales de consumo de etanol y la tendencia espontdnea de las ratas
Romanas a explorar mas (RHA-I) o menos (RLA-I) los ambientes novedosos. Este interés
deriva de la evidencia experimental indicativa de una estrecha relacion entre estos dos
rasgos comportamentales en diversas cepas de animales y en el ser humano (Ballaz, 2009;
Kabbaj y Akil, 2001; Pawlak ef al., 2008; Piazza et al., 1990). Asi, el Estudio 3 permitio
caracterizar de forma precisa a las ratas Romanas en relacion con su conducta de busqueda
de novedad, al utilizar pruebas de laboratorio basadas tanto en elecciéon libre como en
eleccion forzada. La obtencion de correlaciones significativas entre las respuestas
exploratorias dirigidas a ambientes novedosos y los valores de consumo y preferencia por
etanol refuerzan las hipotesis que ponen en relacion estos dos rasgos comportamentales, y
ponen de manifiesto, una vez mas, la utilidad de las ratas Romanas para identificar algunos
de los factores de personalidad que pueden aumentar la vulnerabilidad a desarrollar
trastornos adictivos. Un paso adicional en este sentido, y que deberd estudiarse en futuros
experimentos, serd identificar las regiones cerebrales que regulan este tipo de respuestas,
que sin duda estdn determinadas genéticamente y tienen una base bioldgica comun,
vinculada, de nuevo, con los circuitos cerebrales de miedo/ansiedad y de recompensa (Bardo
et al., 1996; Driscoll et al., 2009; Meyza et al., 2009;). En este contexto, recientes estudios
de microarray han encontrado diferencias de cepa en la expresion génica cerebral del gen
Homer3 (Sagariego et al., 2011). Este gen codifica un miembro de la familia de proteinas
dentriticas Homer, algunas de las cuales regulan el funcionamiento del receptor
glutamatérgico metabotropico y la plasticidad sindptica dependiente de este sistema
neuroquimico (Fagni et al., 2004). Estas proteinas se han relacionado con la conducta de
consumo de drogas y con el rasgo de busqueda de novedad (Szumlinski, Ary y Lominac,
2008; Szumlinski, Ary, Lominac, Klugmann y Kippin 2008; Szumlinski, Kalivas y Worley,
2006), ofreciendo una via de investigacion futura que permitird explorar en las ratas
Romanas las bases neurogenéticas de este tipo de conductas.

Finalmente, ademds de las influencias genéticas y los rasgos de personalidad, es
sabido que numerosos acontecimientos estresantes pueden precipitar el consumo de drogas

de abuso, en especial las recaidas (LeMoal y Koob, 2007; Lu et al., 2003a; Yap y Miczek,
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2008), siendo factores desencadenantes que interaccionan con la vulnerabilidad propia de
cada individuo (Blanchard et al., 2009; Ellenbroek et al., 2005, van der Kam et al., 2005).
En esta Tesis Doctoral nos focalizamos en aquellas situaciones que tienen que ver con
experiencias de pérdida de recompensa, debido a los escasos estudios centrados en esta
cuestion, que podria ser de gran relevancia clinica. Los resultados obtenidos en los
experimentos 5 y 6 mostraron que la omision inesperada de un reforzador (tanto en una tarea
consumatoria como instrumental) aumento6 el consumo posterior de etanol en la cepa mas
sensible a este tipo de experiencias (RLA-I). No obstante, se comprobd también que los
animales sometidos a omisiones repetidas de la recompensa (reforzamiento parcial)
desarrollaron resistencia a la frustracion y no mostraron mas consumo de etanol que el grupo
RHA-I. Estos hallazgos podrian explicarse sobre la base de la confluencia existente entre los
mecanismos neurobioldgicos que regulan las respuestas de estrés y la adiccion, con especial
énfasis en el funcionamiento del sistema nervioso simpatico y del eje HPA (Ungless et al.,
2010). La respuesta de estrés constituye una cascada de acontecimientos que permiten al
organismo realizar los cambios fisiologicos y metabolicos necesarios para hacer frente a las
demandas provocadas por acontecimientos que altera su equilibrio homeostatico. Las
respuestas del sistema nervioso simpético incluyen aumento en la tasa cardiaca y en la
presion sanguinea, cambios en el flujo sanguineo dirigido a los musculos, aumento en los
niveles de glucosa en sangre, dilatacion de las pupilas y estimulacion de la respiracion. Por
su parte, el eje HPA se activa inicialmente por la secrecion de la hormona liberadora de la
corticotropina (CRH) desde el hipotdlamo. Las neuronas que contienen CRH proyectan
desde la division parvocelular del niicleo paraventricular del hipotdlamo a la zona externa de
la eminencia media, liberando el péptido en la circulacion portal de la adenohipofisis en
respuesta al estrés. La unién de la CRH a los receptores localizados en la pituitaria anterior
resulta en la sintesis de proopiomelanocortina, el precursor natural de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH), la cual difunde a través de la circulacion general hasta alcanzar
las glandulas adrenales para estimular la sintesis de adrenocorticoides (corticosterona en
ratas y cortisol en humanos; Goeders, 2003).

(De qué manera este sistema se relaciona con la vulnerabilidad a la adiccion?
Numerosas evidencias indican que la activacion del eje HPA aumenta la motivacion y/o la
vulnerabilidad al consumo de sustancias de abuso, sensibilizando al organismo a los efectos
reforzantes de las mismas (LeMoal y Koob, 2007; Yap y Miczek, 2008). Prueba de ello son
los estudios indicativos de que la inyeccion exogena de corticosterona facilita la adquisicion

de la conducta de autoadministracion de cocaina, haciendo a los animales mas sensibles a
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dosis bajas de esta droga (Mantsch, Saphier y Goeders, 1998; en Goeders, 2003)’. En la
misma linea, se ha comprobado que el pretratamiento con un inhibidor de la sintesis de
corticosterona reduce la tasa de adquisicion de la autoadministracion de cocaina y el nimero
de animales que alcanzan el criterio de adquisicion (Campbell y Carroll, 2001, en Goeders,
2003). Estos estudios farmacoldgicos tienen un importante paralelismo con los trabajos que
han utilizado estresores para analizar su influencia sobre la conducta adictiva, incluyendo
descargas eléctricas inescapables, novedad, inmovilizacion, estrés social, natacion forzada,
etc., los cuales demuestran de forma consistente que estos acontecimientos aumentan la
conducta de consumo de drogas de abuso y estimulan el eje HPA. Aunque se asume que la
exposicion a estos estresores (o la administracion de corticosterona) constituye un evento
aversivo, la consecuencia final de este evento es un aumento en la sensibilidad a los efectos
reforzantes de la droga, mediada a su vez por la influencia de esta respuesta de estrés sobre
los circuitos dopaminérgicos mesolimbicos (Ungless et al., 2010). Se ha observado, por
ejemplo, que ciertos eventos aversivos (como descargas eléctricas) pueden aumentar la
liberacion de dopamina en un subgrupo de neuronas localizado en la porcion ventral del area
tegmental ventral (Joseph, Datla y Young, 2003). En la misma linea, Saal, Dong, Bonci y
Malenka (2003) hallaron que el estrés inducido por natacion forzada indujo una forma de
potenciacion a largo plazo en las neuronas dopaminérgicas similar a la observada en
respuesta a las drogas de abuso, activando mecanismos moleculares similares mediados por
el factor de transcripcion CREB (Brian y Blendy, 2009; Nestler, 2004). Estos hallazgos
podrian explicar por qué ciertas experiencias estresantes podrian aumentar el valor
reforzante de las drogas de abuso, al compartir ambos eventos mecanismos cerebrales
comunes. Al mismo tiempo, de esta evidencia se deriva la idea que aquellos individuos mas
sensibles al estrés podrian ser los mas vulnerables a desarrollar trastornos adictivos (LeMoal
y Koob, 2007; Piazza y LeMoal, 1998), una hipotesis que ha encontrado un amplio apoyo
experimental. Asi, se han registrado niveles de corticosterona mas elevados en las ratas HR
vs. LR en respuesta a estresores moderados relacionados con novedad (Blanchard et al.,
2009; Piazza et al., 1990). Del mismo modo, la cepa HR-bred presenta una expresion
reducida de receptores de glucocorticoides en el hipocampo, lo que implicaria un
mecanismo de feedback de la regulacion de corticosterona disminuido en esta cepa en
comparacion con la cepa LR-bred (Pawlak et al., 2008). En la misma linea, las ratas APO-

SUS tienen mas receptores de mineralocorticoides en el hipocampo, niveles basales

> Datos comparables se han obtenido con seres humanos administrando cortisol (Yap y Miczek, 2008).
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plasmaticos mas elevados de ACTH, y una mayor respuesta de esta hormona ante
situaciones de estrés y ante la administracion exdégena de CRH que la cepa APO-UNSUS,
mientras que los niveles de prolactina son més bajos en la primera que en la segunda,
postulandose que la cepa APO-SUS podria tener un sistema de feedback deficitario en su
eje HPA (Pawlak ef al., 2008). Si bien estas evidencias sugieren que aquellas cepas mas
proclives a administrarse sustancias de abuso son también las que presentan una mayor
activacion del eje HPA en condiciones de reposo y/o en respuesta a estresores, los datos
referentes a las ratas Romanas ofrecen un panorama algo distinto. En efecto, la cepa RLA
(con menos tendencia a consumir sustancias de abuso de forma espontdnea) presenta una
respuesta neuroendocrina y vegetativa mas acentuada en respuesta a estresores cuando se la
compara con la cepa RHA, en lo referente a los niveles amigdalinos de vasopresina,
oxitocina y CRH, a la densidad de receptores de glucocorticoides en el hipocampo
(disminuida en la primera en comparacion con la segunda), a una mayor expresion de
ARNm de vasopresina en el ntcleo paraventricular del hipotadlamo y de prolactina en el
cerebro completo, a unos niveles de prolactina mas elevados en respuesta a situaciones de
novedad, etc. (Pawlak et al., 2008; Sabariego et al., 2011). Estos hallazgos podrian dar
cuenta de los resultados obtenidos en los experimentos de la ultima fase de esta Tesis
Doctoral. Asi, numerosas evidencias indican que la devaluacion inesperada de la calidad o
cantidad de un reforzador apetitivo desencadena un estado fisioldgico, cognitivo y
emocional de frustracion, desencadenando respuestas analogas al estrés (Mitchel y Flaherty,
1998; Pecoraro, de Jong, Ginsberg, Dallman, 2008). En apoyo de esta hipotesis se ha
comprobado, ademas, que la inyeccion postensayo de postcambio de corticosterona
(considerada como un marcador de estrés emocional) aumenta la magnitud del CSN
consumatorio (Bentosela, Ruetti, Muzio, Mustaca y Papini, 2006). Siguiendo con este
razonamiento, podria hipotetizarse que la cepa RLA-I consumié madés alcohol tras la
experiencia en omision de recompensa debido a una mayor activacion de su eje HPA en
respuesta a estas situaciones estresantes, una activacion que pudo aumentar el valor de
incentivo de la droga en esta cepa en comparacion con la cepa RHA-I, provocando un mayor
consumo de alcohol en la primera en comparacion con la segunda. Esta hipotesis debera ser
analizada en futuros experimentos utilizando medidas directas de dicha actividad hormonal
y de su influencia sobre la actividad de los circuitos mesocorticolimbicos.

En definitiva, descubrir como los eventos aversivos y el estrés modulan el
funcionamiento de los circuitos neurales que subyacen a la adiccion y a la busqueda de

novedad en ratas genéticamente seleccionadas constituye el principal reto que se deriva de
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los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, un reto que permitird avanzar en la

comprension de las bases psicobiologicas de los trastornos adictivos.
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CONCLUSIONES

1.- Las ratas Romanas Consanguineas de Alta (RHA-I) y Baja (RLA-I) Evitacion
muestran diferencias en sus patrones de consumo voluntario de etanol. Estas diferencias
dependen de la dosis de sustancia presentada, si bien no estan influidas por la utilizacién o

no de un procedimiento de aclimatacion al alcohol.

2.- El Hole-Board, la Prueba de Emergencia y el Laberinto en Y son aparatos que
permiten estudiar el rasgo comportamental de busqueda de novedad. Los animales (ratas
Wistar) sometidos a estas pruebas muestran respuestas exploratorias que correlacionan

significativamente.

3.- En comparacién con las ratas RLA-I, las ratas RHA-I muestran més conductas
relacionadas con la exploracion activa de ambientes novedosos, tanto en condiciones de
exposicion forzada (HB) como de eleccion libre (Laberinto en Y). Asimismo, las ratas
RHA-I presentan un mayor consumo voluntario de etanol con respecto a las RLA-I,
hallandose correlaciones significativas entre estos valores y algunas medidas de busqueda de

novedad registradas en las pruebas indicadas.

4.- La exposicion de ratas Wistar a la reduccion subita en la magnitud de una
recompensa esperada (de 12 pellets a 2 pellets, laberinto recto) provoca un deterioro en la
ejecucion de la respuesta instrumental (CSN), sin afectar al consumo de alcohol posterior

registrado en una prueba de preferencia agua/alcohol (2%).

5.- Cuando las ratas RHA-I y RLA-I son sometidas a una prueba de extincion
consumatoria (utilizando una solucién de sacarosa al 22% seguida por su omision), se
observa que ambas cepas muestran una extincion similar en su respuesta. Sin embargo,
inmediatamente después de la omision del reforzador la cepa mas reactiva emocionalmente

(RLA-I) consumi6 mas alcohol (2%) que la menos reactiva (RHA-I).

6.- La exposicion de las ratas Romanas a una prueba de extincion instrumental
(presentando 12 pellets en la caja meta de un laberinto recto, seguida por su omision)
provoca un aumento en el consumo de alcohol posterior en la cepa mds reactiva
emocionalmente (RLA-I), en comparacion con la menos reactiva (RHA-I), siempre y

cuando la fase de adquisicion se lleve a cabo utilizando un procedimiento de reforzamiento
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continuo. Por el contrario, cuando los animales reciben reforzamiento parcial durante la fase
de adquisicion, no aparecen diferencias significativas entre las cepas en la preferencia por

etanol durante la fase de extincion.

7.- Las ratas RHA-I y RLA-I constituyen un modelo animal 1til para analizar
algunos de los factores genéticos y ambientales que modulan la conducta de consumo de

alcohol.
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