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L a maprotilina anula las diferencias entre ratones machos y hembras
en € laberinto deaguade Morris

Concepciodn Vinader-Caerols, Aranzazu Ferrer-Afo, M. Carmen Arenas, Santiago Monledn y Andrés Parra

Universidad de Valencia

Se estudiaron los efectos de la administracion subcronica de maprotilina (15, 20 y 25 mg/kg) sobre €l
aprendizaje espacial con el leberinto de agua de Morris, asi como sobre la actividad general, en rao-
nes machos y hembras. En lafase de adquisicion, la administracion de maprotilina (15 y 25 mg/kg) de-
terior6 el aprendizaje en los machos pero no en las hembras, y no se observaron dif erencias de sexo en
el grupo control. En lafase de retencién, la maprotiling, en las tres dosis, anul6 las diferencias de se-
x0. Sobre la actividad general, la maprotiling, en las tres dosis, tuvo un ef ecto supresor de lamismay
anul6 las diferencias de sexo. El efecto sexodimorfico del farmaco en lafase de adquisicion estaen la
linea del encontrado en otros experimentos, en los que se han usado otros farmacos, tanto antidepresi-
VoS como antipsicoéticos, y otras tareas de aprendizaje en ratones. Este sexodimorfismo consiste en que
el efecto del farmaco se observa solo en los machos o, si se observa en los dos sexos, es mayor en los
machos que en las hembras. La anulacion de las diferencias de sexo en lafase de retencion puede ser
debida a la accién anticolinérgica de la maprotilina.

Maprotiline removes diff erences between male and female mice in the Morris water maze The effects
of subchronic administration of maprotiline (15, 20 and 25 mg/kg) on spatia learning, utilising the
Morris waer maze, and on general activity were assessed in male and f emale mice In the acquisition
phase, maprotiline (15 and 25 mg/kg) impaired learning in males but not in females. Also in this pha-
se, sex differences were not found in the control group. In the retention phase, all three levels of ma-
protiline removed the sex differences found in the control group. In the general activity test, all three
doses of maprotiline decreased activity and removed the sex differences found in the control group. Se-
xua dimorphism in the effects of maprotiline on spatial learning agrees with findings in studies of the
eff ects of antidepressants and anti psychotics on diff erent lear ning tasks in mice. When this dimorphism
is present, the drug effect is observed only in males or, if present in males and females, it is stronger
in the former. The absence of sex differences in the maprotiline treated groups in the retention phase

could be due to the anticholinergic properties of the drug.

L amaprotilinaes un anti depresivo que inhibe larecaptacion de
noradrenalina y en menor grado de serotonina (Nutt y cols, 1999).
Se considera que edta accion es | aresponsable de los efectos tera-
péuticos observados con estefarmaco. L a mapr atili natambién actda
sobre otros receptores cerebralesy bloguea a los receptores hista-
minicos, muscarinicos y alfa-1-adrenérgicos Laaccion sobre estos
tres tipos de receptores s ha rel acionado con dgunosde los efectos
secundarios producidos por €l famaco tales como sedacién, dete-
rioro motor y cognitivo (Frazer, 1997; Riedel y Van Prazg, 1995).

En un estudio previo encontramos que |a administracion de ma-
protilina, de manera aguda (treinta minutos antes de la fase de ad-
quisicion) y de manera crénica (durante veintitn dias, realizando
la dltima administracién veinticuatro horas antes de la adquisi-
cién) deterioraba el gorendizaje de la evitacion inhibitoria en rato-
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nes machos. El farmaco no produjo efectos en la fase de adquisi-
cion, no modifico las latencias de cruce, pero si deteriord la gjecu-
cion en la fase de retencion con las dosis de 5 y 20 mg/kg, no
observandose este efecto con ladosis de 10 mg/kg (Parra, Martos,
Monledn, Arenas y Vinader-Caerols, 2000). En €l mismo estudio
sugerimos que el deterioro de la memoria podia ser una cuestion
central de la propia terapia antidepresiva. Las razones paratal su-
gerencia provienen de diversos trabajos realizados en animales ex-
perimentales y en seres humanos cuyas cond usiones resumimos a
continuacion: |os tratamientos alternativos para la depresion como
la privacion de suefio REM (Dujardin, Guerrien y Leconte, 1990)
y laterapia electroconvulsiva (Mondadori, Waser y Huston, 1977)
tienen efectos deteriorantes sobre €l aprendizaje y la memoria; €
hipocampo, una importante estructura en la memoria emocional
(LeDoux, 1993), parece ser un area relevante en la mediacion de
los efectos de |os antidepresivos (Mongeau, Blier y de Montigny,
1997); el hipocampo participaen laregulacion del sistema hipoté
lamo-pituitario-adrenocortical (McEwen, 1999), cuya ateracion
juega un importante papel en el desarrollo y en el curso de la de-
presion (Holsboer, 1999); y se produce una atrofia selectiva y
muerte neurona en el hipocampo de los pacientes deprimidos
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(Sheline y cols., 1999). Estas consideraciones nos conducen a la
necesidad de tener un mejor conocimiento de |os efectos de los an-
tidepresivos en experimentos de memoria bien controlados.

En estainvestigacion estudiamos el efecto de la maprotilina so-
bre el aprendizaje espacial, que es un tipo de aprendizaje relacio-
nal que implica aprender a reconocer cada uno de los objetos pre-
sentes en el contexto y lalocalizacion relativa de esos objetos en-
tre si 'y respecto a observador. De hecho, €l déficit en el aprendi-
zaje espacia producido por lesiones hipocampales en ratones es
debido a unaincapacidad para aprender relaciones complejas en-
tre estimulos (Morris, Garrud, Rawlins y O'Keefe, 1982). La ca-
pacidad de los sujetos para resolver tareas espaciales parece de-
pender de su edad (Begegay cols., 2001) y también del sexo (Ci-
madevillay cols., 1999). No se ha encontrado ninguna investiga-
cién previa que estudie el efecto de la maprotilina sobre este tipo
de aprendizaje en ratones machos y hembras.

Asi en € Experimento 1 de este estudio se evalué el efecto de
la maprotilina en una tarea de gprendizaje espacial, utilizando el
|aberinto de agua de Morris (Morris, 1984), que requiere el uso de
estrategias aocéntricas. Estas estrategias implican al sistema vi-
sual y permiten realizar asociaciones entre sefial es extralaberinto o
distales, estableciendo una configuracion de los diferentes estimu-
los que forman parte del contexto experimental (Chapillon, 1999).
El farmaco fue administrado a ratones machos y hembras antes de
cada unadelas cuaro sesiones de lafase de adquisicion del apren-
dizaje del laberinto de agua, y en una quinta sesién en la cual la
plataformafue retirada. En el Experimento 2, €l estudio incluye la
evaluacion de los efectos de la maprotilina en la acti vidad general .

Método
Sujetos

En el Experimento 1 se utilizaron 48 ratones machosy 49 hem-
bras de la cepa CD1 de 5 semanas de edad procedentes de CRIF-
FA (Charles River, Lyon, Francia). A su llegadaa laboratorio fue-
ron alojados en grupos de 5 en jaulas de pléstico trad Gcidas. El pe-
riodo de adaptacion a animalario fue de 12 dias, durante € cual
permanecieron en condiciones estandar de laboratorio, con aguay
comida «ad libitum», con una temperatura ambiente de 22 + 2 °C
y con un cido invertido de luz-oscuridad (luz, 19:30-07:30 h).

En el Experimento 2 se utilizaron 47 ratones machosy 48 hem-
bras de las mismas caracteristicas que los usados en e Experi-
mento 1. El periodo de adgptacién fue de 7 dias, permaneciendo
en las mismas condiciones que en €l experimento anterior.

Farmacos

Se empled clorhidrato de maprotilina (Sigma-Aldrich Quimica
SA., Madrid) que fue disuelto en suero salino e inyectado intra-
peritonealmente (i.p.) en un volumen fijo de 0.01 ml/g de peso cor-
poral. A los animales del grupo de control se les administré €
mismo volumen de suero salino.

Apar atos

Se empled una piscina circular similar ala descrita por Morris
(1984), adaptada para ratones (Lamberty y Gower, 1990), con las
siguientes dimensiones: 1 m dediametroy 30 cm de atura. El fon-
do esta dividido en cuatro cuadrantes, correspondientes a las areas

NO, SO, NEy SE. A 1 cm bajo la superficie del agua, cuya tem-
peratura se mantuvo constante (24 + 1 °C), se situd una plataforma
transparente (6 x 6 cn®).

Se utiliz6 el programa «Raton Time» que es una adaptacion pa-
raPC del programa «Mouse-time» (Brain, McAllister y Walmsley,
1989), que permite la asignacion de valores a los parones con-
ductuales que exhiben los animales. En nuestro caso |os patrones
eran sustituidos por la permanencia en cada cuadrante.

La actividad motora esponténea de los sujetos fue registrada
con un actimetro (Actisystem Panlab, S.A. Barcelona) consistente
en: cuatro placas sensoras, una unidad de interconexién de 16 ca
nales (de los cuales sdlo utilizamos 4, uno para cada placa), una
tarjeta «interface» para PC y un programa para la adquisicion y
presentacion de datos (D.A.S. 16 v. 1.0). En €l centro de cadapla-
ca sensora se colocd una cgja de plastico de 25 x 25 x 14 cm?, en
cuyo interior se encontraba € ratén. Cualquier movimiento que
ocurriese dentro del campo magnético de cada placa producia una
caida de tensidn eléctrica que llegaba como impulso eléctrico ala
unidad de interconexion, la cual enviaba informacion procedente
delas cuaro placas a ordenador. Estainformacion se transforma-
ba en cuentas, cuyo nimero es dir ectamente proporciona a nivel
de actividad locomotora presentada por €l raton.

Procedimiento

En e Experimento 1, los ratones fueron aleatoriamente distri-
buidos en cuatro grupos de cada sexo. Todos |os animales recibie-
ron un tratamiento diario, durante cinco dias, con suero fisiol 6gi-
co o con 15, 20 o 25 mg/kg de maprotilina (S M15, M20 y M25,
respectivamente). Cada animal pasaba por cuatro ensayos diarios
durante cudro dias, en lafase de adquisicion; y por unafase dere-
tencién, que tenia lugar en el quinto dia, recibiendo el tratamiento
30 min antes de cada sesion experimental .

Se instalaron dibujos de figuras geométricas en |as paredes pa-
raincrementar las claves extralaerinto que proporcionaban las lu-
cesy e equipo de laboratorio.

Fase de adquisicion: los ensayos comenzaban situando a ani-
mal encima de la plaaforma durante 30 s, tras los cuales era si-
tuado en el agua de la piscina mirando hacia la pared del tanque.
El cuadrante de salida del ratén en los cuatro ensayos era asigna-
do de manera pseudoaleatoria al comienzo de cada dia entre los
cuadrantes: NE, SEy SO. De esta manera, todos | os ratones te-
nian el mismo orden de salidade los cuadrantescada dia. Durante
cada ensayo a animal se le permitia nadar libremente por la pisci-
na durante 60 s o0 hasta que subiese ala plataf orma. Si subia él so-
lo antes de los 60 s, se le mantenia 30 s sobre ella para un mejor
aprendizaje de las claves espaciaes. Si al cabo de 60 s, € ratdn no
habia subido ala plataf orma por si solo, el experimentador lo su-
biay lo mantenia en elladurante 30 s. El siguiente ensayo comen-
zaba inmediatamente después de un interval o entre-ensayos de 30
s, en e que e animal era situado bajo la luz de una bombilla roja
de calor permitiéndole descansar. El tiempo de latencia en subir a
la plataforma era cronometrado por el experimentador

Fase de retencidn: en el quinto diala plataf orma eraretirada de
lapiscinay se situaba al ratén en el cuadrante SE, opuesto a que
conteniala plataforma en lafase de adquisicion, permitiéndole na-
dar libremente durante 100 s. Esta fase fue grebada en video, re-
gistrandose € tiempo que cada raton pasaba en los distintos cua-
drantes con el programa «Raton Time». Posteriormente |os segun-
dos se transformaron en porcentajes.
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En el Experimento 2 los ratones fueron aleatoriamente distri-
buidos en cuatro grupos de cada sexo y recibieron el mismo trata-
miento farmacoldgico que en € Experimento 1 (S, M15, M20 y
M 25, respectivamente). Durante cinco dias consecutivos cada ani-
mal recibié i.p. el tratamiento correspondiente, 30 minutos antes
de la sesion experimental, permaneciendo a continuacién durante
10 minutos en la caja situada sobre |a placa sensor a, registrandose
la actividad en cada minuto.

Resultados
Experimento 1: Laberinto de agua de Morris

Con los datos de la fase de adquisicion, incluyendo todos los
animales, se realizé un ANOVA que mostro, en lavariable Trata-
miento, sélo unatendenciaalasignificacion estadistica[F (3,89)=
2.36, p<0.08]. Como en nuestro laboratorio hemos encontrado en
multiples experimentos un ef ecto de los farmacos mayor en los ra-
tones machos que en las hembras (e.g. Parra, Arenas, Monledn,
Vinader-Caerols y Simon, 1999) se realizaron dos ANOVAS, uno
para machos y otro para hembras. En los machos si resulté signi-
ficativa la varieble Tratamiento [F (3,44)= 4.42, p<0.01] pero no
en las hembras [F (3,45)= 0.446, p>0.05] (ver Fig. 1ay b).
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En la prueba final resulté altamente significativa la variable
Cuadrante [F (3,264)= 54.75, p<0.000001], los animales pasaban
mas tiempo en el cuadrante NO que en €l resto de cuadrantes
(p<0.01). También resultd significativa lainteraccion Sexo x Cua-
drante [F (3,264)= 3.5, p<0.05], encontrandose que los machos
pasaron mas tiempo en el cuadrante NO que las hembras (p<0.01),
mientras que en el resto de cuadrantes pasaron €l mismo tiempo.
Para conocer en qué grupos de tratamiento se repetia el resultado
encontrado en € conjunto delos animales se realizaron cuaro ana
lisis separados (efectos simples). Unicamente se encontraron las
mencionadas diferencias de sexo en e grupo de los controles [F
(1,22)= 4.55, p<0.05], siendo los machos los que pasaron mas
tiempo que las hembras en el cuadrante NO, en €l resto delos tra-
tamientos no se alcanzo la significacién estadistica (ver Fg. 2).

Experimento 2: Actividad locomotora

Resultaron edadigicamente sgnificativas las variables Trata
miento [F (3,87)= 4557, p<0.000001], los ratones que recibieron
mapr oti i na disminuyeron significativamente su acti vidad frente alos
salinos (ps<0.01); Sexo [F (1,87)= 2340, p<0.00001], presentando
los machos mayor actividad | ocomotora que las hembras, y la inte-
reccion Sexox Tratamiento [F (3,87)= 6.67, p<0.001] (ve Fig 3).
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Fig. 1. Medias (+ ETM) de las latencias de escape de los ratones en funcion del tratamiento recibido. S salino, M15: maprotilina 15 mg/kg, M20: ma -
protilina 20 mg/kg, M25: mapratilina 25 mg/kg. (a) machos, (b) hembras. *p<0.05 vs. salino. **p<0.01 vs. salino, utilizando Newman-Keuls para los ana -

lisis post-hoc
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Fig. 2. Medias (+ ETM) del porcentaje de tiempo que los ratones pasan en
el cuadrante NO en funcién del tratamiento recibido y del sexo. S: salino,

M15: maprotilina 15 mg/kg, M20: maprotilina 20 mg/kg, M25: maprotili -
na 25 mg/kg, M: machos, H: hembras. *p<0.05 vs. machos salinos, utili -

zando ANOVAS de efectos simples
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Fig. 3. Medias (+ ETM) de la adividad de losratones del cs distintos gru -
pos, dif erenciandosu sexo. S salino, M15: maprotilina 15 mg'kg, M20: ma -
proti lina 20 mg/kg., M25: mapratilina 25 mg/kg M: machos, H: hembras.
##p<0.01 vs. mechos salinos. **p< 0.01 machosy henbras tratadcs \s. su
respectivo salino, utilizando Newman-Keu s para los and isis post-hoc
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Discusion

La presencia de efecto del tratamiento farmacol égico en la ad-
quisicion del gprendizaje espacia en los machos y la ausencia en
las hembras es un giemplo mas de lo que en otros experimentos,
con otros farmacos y otras tareas, hemos encontrado en repetidas
ocasiones en nuestro grupo de investigecion (e.g. Everss, Arenas,
Vinader-Caerols, Monledn y Parra, 1999; Parray coals., 1999). La
razon de que el efecto de famacos dif erentes sobre conductas dis-
tintas suela ser mayor en los ratones machos que en los ratones
hembras es desconocida. Podria ser debido a una mayor actividad
enzimatica del higado de las hembras (Shapiro, Agrava y Pam-
pori, 1995) que implicaria que quedara una menor cantidad de fér-
maco disponible para actuar sobre el cerebro. Asimismo, €l efecto
bifésico observado con lamaprotiling, |as dosis efectivas fueron la
bajay la alta, también se ha observado en otros estudios de este
grupo de investigacion (Parray cols., 2000) sin que tengamos to-
davia una explicacion para este fenémeno.

En lafase de retencion no se observaron diferencias en funcién
del tratamiento recibido, pero éste anul 6 en todoslos grupos las di-
ferencias de sexo, diferencias que si se encontraron en los anima-
les tratados con suero salino. Los machos de este grupo permane-
cieron significativamente més tiempo en este cuadrante que las
hembras del grupo salino. Con muy pocas excepciones, |0s estu-
dios que han observado diferencias de sexo en € grendizaje dela-
berintos han encontrado que |os machos son superiores en larea
lizacion de estas tareas (e.g. Cimadevillay cols., 1999, en ratas;
Maguire, Burgessy O’ Keefe, 1999, en humanos).

Las teorias propuestas para explicar € mejor rendimiento de
los machos son variadas: a) en ratas, la mayor actividad locomo-
tora (mayor actividad exploratoria) de las hembras se traduce en
un mayor nimero de errores en los laberintos (Bedaty, 1979); b)
Berger-Sweeney, Arnold, Gabeau y Mills (1995) sugieren que es-
tas diferencias son producidas por un dimorfismo sexua del siste-
ma colinérgico en roedores, que provoca un dimorfismo sexua en
las respuestas conductuales espaciales; y ¢) la utilizacion de dis-
tintos tipos de estrategias para resolver tareas espaciales (Roof y
Stein, 1999). La primera posibilidad no coincide con nuestros re-
sultados porque es el mismo sexo, los machos, €l que presenta mas
actividad y mejor aprendizaje. Los raones machos de lacgpaCD1
se muestran generalmente més activos que las hembras. Con res-
pecto a la segunda explicacién, es posible que la accion anticoli-
nérgica de la maprotilina modifique el funcionamiento de los sis-
temas colinérgicos, que diversos autores sittan como responsables

fundamentales del aprendi zaje espacial . Sin enbargo, esaexplica-
Cién no esta exenta de problemas porque, dentro de la neurotrans-
misién colinérgica, no se ha encontrado ninglin parametro que co-
rrelacione con lamemoria espacial dela mismamaneraen machos
y hembras (Frick, Burlingame, Delaney y Berger-Sweeney, 2002).

Laadministracion del farmaco antesdel entrenamiento en €l la-
berinto de agua de Morris, con €l objetivo de estudiar su efecto en
laadquisicion de la tarea, hace dificil determinar si actda sobre la
memoria y/o sobre otros procesos que afectan indirectamente a
aprendizajey alamemoria (eg. actividad locomotora) (McGaugh
e lzquierdo, 2000). Para esclarecer lainter pretacion de los resulta-
dos obtenidos en e Experimento 1 evaluamos €l efecto del farma-
co sobre la actividad esponténea en e Experimento 2.

La administracién de maprotilina disminuy6 la actividad tanto
de los machos como de las hembras, corroborando |os resultados
obtenidos en otros estudios (e.g. Korzebiewska-Rybickay Plaznik,
1998). El hecho de que todas las dosis de maprotilina disminuyan
laactividad de machosy hembras significativamente, mientras que
sélo en los machos que recibieron las dosis de 15 y 25 mg/kg se
observe un deterioro en la gecucién del laberinto de Morris su-
giere que este deterioro observado en machos es debido a un efec-
to del famaco diferente al que supone lainhibicién motora que si
se produce en el conjunto de los sujetos. Las diferencias observa
das entre la actividad de ambos sexos en €l grupo control (mayor
actividad de los machos) desaparecian tras la administracion de
cualquiera de las dosis de maprotilina.

En otros aprendizajes, los r esultados obtenidos con la maproti-
lina son contradictorios. Kameyama, Nagasaka y Yamada (1985)
no obtuvieron un deterioro en la supresion condicionada de la ac-
tividad esponténea en ratones tras la administracion aguda de ma-
protilina, aunque si tras la administracion crénica. Parra'y cols.
(2000) observaron que tanto la administracion aguda como la cro-
nica de maprotilina en ratones machos producia un deterioro en la
adquisicion de la evitacion inhibitoria. En sujetos humanos, Lilje-
quist, Mattilay Linnoila (1981) encontraron que la administracion
aguda de maprotilina a voluntarios sanos deteriord la memoria
verbal.

En resumen, podemos decir que basandonos en los resultados
obtenidos en los Experimentos 1 y 2, la maorotilina deteriora la
adquisicion del aprendizaje espacia en los machos pero no en las
hembras con las dosis de 15 y 25 mg/kg, anulando con todas las
dosis las diferencias sexodimorficas de los grupos controles ob-
servadas tanto durante la retencién del aprendizaje espacia como
en la actividad locomotora.
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