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RESUMEN

El septum lateral (LS) es un nacleo GABAérgico implicado en las conductas adictivas
y en la modulacion del circuito de la recompensa. La anfetamina (AMPH), droga de abuso,
aumenta los niveles de dopamina (DA) en el nicleo accumbens (Acb), alterando el circuito de
la recompensa. El LS expresa una alta densidad de receptores de vasopresina 1A (Via),
generando un aumento del tono inhibitorio en este nicleo. Nuestra hipotesis es que la
vasopresina (AVP) en el LS disminuye el condicionamiento a AMPH, disminuyendo la
actividad neuronal en el Acb, por medio de la disminucion del tono dopaminérgico vy el
aumento del tono GABAEérgico en este nlcleo. Ratas machos Sprague-Dawley (300-350 g)
fueron sometidas a un protocolo de preferencia al lugar condicionado (CPP), el cual evalla el
efecto recompensante de las drogas. Los animales fueron inyectados con AMPH (1.5 mg/kg
i.p) durante 4 dias. Luego se microinyect6 vehiculo, AVP o antagonista del receptor V14 (Ant
V1a) + AVP en el septum lateral dorsal (LSD), y se evaluo el nivel de condicionamiento. Dos
horas post microinyeccion, se cuantificd la actividad neuronal en el AcbCore (AchC) y
AcbShell (AcbSh) por medio de la inmunorreaccion de Fos. Ademas, en otro grupo de
animales condicionados a AMPH, se realiz6 una microdialisis en el Acb en conjunto con una
microinyeccion de AVP en el LSD. Observamos que los animales microinyectados con
vehiculo en el LSD y sometidos a CPP, generan condicionamiento a AMPH (p = 0.0093),
mientras que los animales microinyectados con AVP en el LSD no se condicionan a AMPH
(p = 0.7131). Con respecto a la actividad neuronal en el Acb, se observé una disminucion de
la inmunorreaccién de Fos en los animales microinyectados con AVP en el LSD respecto al
vehiculo en el AcbC (p =0.0542) al igual que en el AcbSh (p = 0.0161). Esta disminucion se
revierte en el grupo Ant Via + AVP en el AcbC (p = 0.9888) y en el AcbSh (p = 0.6582),
respecto al vehiculo. En la microdialisis se observd que al microinyectar AVP intra-LSD,
disminuyen los niveles de DA extracelulares (p = 0.0231) en el Acb, mientras que la
liberacion de GABA (p > 0.9999) no cambia. Por lo tanto, los receptores Vi del LSD se
encontrarian implicados en la modulacion de conductas tipo adictivas proyectandose como un

nuevo blanco neurofarmacoldgico en la modulacion del circuito de la recompensa.



ABSTRACT

The lateral septum (LS) is a GABAergic nucleus involved in addictive behaviors and
in the modulation of the reward circuit. Amphetamine (AMPH), a drug of abuse, increases
dopamine (DA) levels in the nucleus accumbens (Acb) altering the reward circuit. The LS
expresses a high density of vasopressin 1A receptors (V14), which generate an increase in the
inhibitory tone in this nucleus. Our hypothesis is that vasopressin (AVP) in the LS decreases
the conditioning to AMPH and decreases neuronal activation in the Acb, by decreasing
dopaminergic tone and increase in inhibitory tone in this nucleus. Male Sprague-Dawley rats
(300-350 g) were subjected to conditioned place preference (CPP), which evaluates the
rewarding effect of the drugs. The animals were injected with AMPH (1.5 mg/kg i.p) for 4
days. Vehicle, AVP or antagonist of the Via (Ant Vi) + AVP was then injected into the
dorsal lateral septum (LSD) and conditioning was evaluated. Neuronal activity in the
AcbCore (AcbC) and AcbShell (AcbSh) was quantified by Fos. In addition, a microdialysis
was performed in the Acb to measure DA and GABA levels, mean while AVP was
microinjected in LSD of animals subjected to AMPH CPP. We observed that animals
subjected to AMPH CPP and microinjected with vehicle developed AMPH preference (p =
0.0093) while microinjection of AVP in the LSD prevented this behavior (p = 0.7131). A
decrease in the immunoreaction of Fos was observed in the animals microinjected with AVP
in the LSD with respect to vehicle in AcbC (p = 0.0542) and AcbSh (p = 0.0161). This
decrease is reversed in the Ant Vi + AVP group in AcbC (p = 0.9888) and AcbSh (p =
0.6582) with respect to vehicle. The microinjection of AVP in LSD produces a decrease of
DA levels in Acb (p = 0.0231), while GABA (p > 0.9999) does not change. Therefore, Via
receptors in the LSD would be involved in the modulation of addictive behaviors, being a new

neuropharmacological target for the modulation of the reward circuit.



I.- INTRODUCCION
1.1 Adiccion y el circuito de la recompensa

En la naturaleza existen comportamientos biol6gicamente esenciales y recompensantes
que permiten, mediante el refuerzo positivo, la consolidacién de recuerdos fundamentales
para la sobrevivencia, como la ubicacion de agua, la ubicacion de alimentos, el
reconocimiento sexual y el reconocimiento parental entre otros. Estas conductas naturales que
tienen un efecto recompensante son la interaccion social, el apareamiento, alimentarse entre
otros. Sin embargo, existen otras conductas inducidas, como el consumo de drogas, capaces
de generar una recompensa aun mayor (Gardner, 2011).

El efecto recompensante producido por las conductas naturales e inducidas, esta
mediado principalmente por el circuito dopaminérgico mesocorticolimbico o circuito de la
recompensa (White y Milner, 1992; Koob y Le Moal, 1997; Nestler, 2005). Frente a
experiencias gratificantes, ya sean naturales o inducidas, se activan las neuronas del area
tegmental ventral (VTA) que proyectan eferencias dopaminérgicas hacia el ndcleo accumbens
(Acb), el septum lateral (LS) y la corteza prefrontal (PFC), entre otros (Assaf y Miller, 1977,
Risold y Swanson, 1997; Koob y Volkow, 2010). Este circuito es regulado por las
proyecciones de las neuronas GABAEérgicas provenientes del Acb y el LS. Especificamente el
Acb proyecta eferencias hacia el VTA, mientras que el LS proyecta hacia el Acb y el VTA
(Staiger y Nurnberger, 1991). Ademas, las interneuronas GABAEérgicas del VTA, LS y Acb
regulan la actividad intrinseca de cada uno de estos nucleos. Por su parte, la PFC envia
proyecciones glutamatérgicas hacia el Acb, el VTA y el LS, lo que permite tener un control
cortical de este circuito (McBride et al., 1999) (esquema 1).

Conductas recurrentes como el consumo cronico de drogas, aumentan la probabilidad
de desencadenar trastornos neuropsiquiatricos como la adiccion que se caracteriza por la
busqueda y consumo compulsivo de drogas. La adiccion se ha relacionado con la
desregularizacion progresiva de las redes neuronales que median la recompensa, produciendo
inicialmente un estado emocional positivo, mediado por el efecto recompensante, y un estado
emocional negativo originado principalmente por la abstinencia lo que impulsa al sujeto a la
busqueda de droga por medio del reforzamiento negativo (Koob y Le Moal, 1997; Koob,
2008).



El efecto recompensante y locomotor que generan las drogas psicoestimulantes, ha
sido ampliamente estudiado, demostrando que la liberacion de dopamina (DA) en el Acb es el
principal encargado de modular este tipo de conductas (Roberts et al., 1980; Di Chiara y
Imperato, 1988; Hurd et al., 1989; Robledo, 1992; Wise, 1993; Pontieri et al., 1995; Di
Chiara, 2000; Volkow y Li, 2004; Mathews y Mccornick, 2007). Por lo que el Acb, es
considerado el principal blanco neuroanatomico de las drogas de abuso (Wise, 1993).

En ratas, el Acb presenta una diferenciacion inmunohistoquimica y una diferenciacion
ultraestructural que permite la localizacién de dos zonas funcionalmente distintas, las que se
conocen como Acb Core (AcbC) y Acb Shell (AcbSh) (Zaborszky et al., 1985; Meredith et
al., 1990; Usuda et al., 1998). Por ejemplo, la presentacion inesperada de un estimulo
condicionado asociado a cocaina produce un aumento de los niveles extracelulares de DA en
el AcbC, pero no en el AcbSh (Ito et al., 2000). Por otra parte, cuando se libera DA en el
AcbSh, se genera el efecto recompensante (Parkinson et al., 2000).

También se ha observado la existencia de un gradiente rostro-caudal en relacion a los
terminales y a los receptores que se expresan en el Acb, el cual representa un nivel adicional
de organizacion que se establece en términos estructurales y funcionales (Voorn y Docter,
1992; Caboche et al., 1993; Rogard et al., 1993; Ranaldi et al., 1994; Carey et al., 1998). En
este sentido, el VTA proyecta eferencias dopaminérgicas que sinaptan en su mayoria en la
zona caudal del Acb (Hokfelt et al., 1980; Phillipson et al., 1985; Meidahl et al., 2016),
estableciendo una alta densidad de terminales dopaminérgicos en ésta zona (Caboche et al.,
1993). Ademas, se ha observado que en la zona rostral del Acb hay una mayor densidad de los
receptores de DA tipo 1 (D;) y de receptores de DA tipo 2 (D,), los que producen un efecto
excitatorio e inhibitorio respectivamente (Allin et al., 1989; Bardo y Hamemer, 1991; Cepeda
y Levine 1998; Zheng et al., 1999; Chen y Yang, 2002).

Por otro lado, la participacion de otros nucleos como el LS en conductas
recompensantes no es reciente. Los estudios realizados por Olds y Milner (1954) ya
mostraban que la autoestimulacion en el area septal generaba un refuerzo positivo. EI LS es
un nucleo GABAérgico que proyecta eferencias hacia el Acb, el VTA y la PFC entre otros
nacleos, y se ha propuesto como un modulador del circuito de la recompensa (Conrad y Pfaff,
1976; Nauta et al., 1978; Sheehan, et al., 2004; Jonsson et al., 2015). Mas aun, se ha

observado que la manipulacion farmacologica del LS, con a-flupentixol y sulpirida, ambos
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antagonistas dopaminergicos y d-anfetamina como agonista dopaminérgico, genera una
disminucion en el metabolismo de DA en el Acb en presencia de los antagonistas y un
aumento del metabolismo de DA en el Acb en presencia de d-anfetamina (Louilot et al.,
1989), indicandolo como un elemento clave en la modulacion de conductas tipo adictivas
(Ryabinin et al., 2008). En esta misma linea se ha demostrado que la inhibicion farmacologica
del LS con muscimol y baclofeno, agonistas de los receptores &cido gamma-aminobutirico A
(GABAL) y GABAg respectivamente, inhibe la recaida a la busqueda de cocaina inducida por
contexto e inhibe la expresién de la conducta de preferencia a un lugar condicionado (CPP) a
cocaina (Luo et al., 2011; Sartor y Aston Jones, 2012). Por lo tanto, la interconexion del LS
con regiones del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico implicado en el control de la
motivacion y la adiccion (Sheehan et al., 2004) lo sitian como un nicleo de gran relevancia
en la modulacion de éste tipo de conductas.

El LS presenta proyecciones GABAEérgicas hacia diferentes areas cerebrales, tanto
corticales como subcorticales (Swanson y Cowan, 1979). De nuestro interés, el LS proyecta
eferencias GABAEérgicas especificamente al AcbSh (Zahm et al., 2013). Sin embargo, podria
existir un grado de diferenciacion rostro-caudal con respecto a las proyecciones GABAérgicas
proveniente del LS al Acb que no han sido clarificadas. Ademas, se han descrito neuronas de
proyeccion GABAérgicas desde el septum lateral dorsal (LSD) hacia la porcion antero-ventral
del VTA (Luo et al., 2011). EI VTA contiene neuronas dopaminérgicas de proyeccion e
interneuronas GABAGérgicas que regulan la actividad dopaminérgica de éste nucleo (Gysling y
Wang, 1983). Se ha observado que las neuronas GABAEérgicas de proyeccion provenientes
del LS sinaptan con las interneuronas GABAEérgicas del VTA gque modulan el disparo de las
neuronas dopaminérgicas que proyectan hacia el Acb (Luo et al., 2011; Ciccarelli et al., 2012;
Vega-Quiroga et al., 2018). Asi, las neuronas GABAérgicas de proyeccion del LSD estarian
sinaptando con las interneuronas GABAGérgicas del VTA, inhibiéndolas, y asi, disminuyendo
la liberacion de GABA en el VTA, facilitando el disparo de las neuronas dopaminérgicas
(Luo et al., 2011; Vega-Quiroga et al., 2018).
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Dopaminérgica —< GABAérgica Glutamatérgica —<

Esquema 1. Circuito de la recompensa. Desde el area tegmental ventral (VTA) se proyectan neuronas
dopaminérgicas hacia la corteza prefrontal (PFC), septum lateral (LS) y nlcleo accumbens (Acb). El LS envia
proyecciones GABAérgicas hacia VTA y Acb. El Acb envia proyecciones GABAérgicas hacia el VTA. La PFC

envia proyecciones glutamatérgicas hacia el Acb, VTAy el LS.

1.2 Anfetamina

La anfetamina (AMPH) es un psicoestimulante considerado una droga de abuso (Di
Chiara y Imperato, 1988). Posee una estructura quimica muy parecida a la adrenalina y la
dopamina (esquema 2), lo que le permite tener un efecto en el sistema nervioso central, y
actuar como simpaticomimético en el sistema nervioso periférico (Alles, 1933; Prinzmetal y
Bloomberg, 1935).

A nivel central, produce sensacion de alerta, estimulacién, una mejoria del
rendimiento intelectual, mejora de tareas manuales, sensacidén de energia, disminucion del
cansancio, del suefio y del hambre debido a sus propiedades anorexigenas. A nivel periférico
produce un incremento del diametro pupilar (midriasis), sequedad de boca, sudoracion,
temblor, tension mandibular (trismo), movimientos masticatorios o rechinar de dientes
(bruxismo), un ligero incremento de la temperatura corporal, aumenta la presion arterial y la

frecuencia cardiaca (palpitaciones o taquicardia) (Robledo, 2008).
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Esquema 2. Representacion de las moléculas de A) adrenalina, B) dopamina y C) anfetamina. Las tres

moléculas presentan una forma molecular muy parecida, lo que les permite tener caracteristicas similares.

1.2.1 Mecanismo de accion de la AMPH

La AMPH como droga psicoestimulante interactda con el sistema dopaminérgico y
noradrenérgico (Wise, 1996) y en menor medida con el sistema serotoninérgico (Kankaanpaa
et al., 1998), todos con participacion, directa o indirecta, en el circuito de la recompensa
(Rothman y Baumann, 2003). Se ha demostrado que la AMPH induce la autoadministracion
en animales de experimentacion como ratas (Pickens y Harris, 1968) y monos (Deneau et al.,
1969). El poder adictivo de la AMPH viene dado por su mecanismo de acciéon. La
administracion periférica de la AMPH genera un aumento de las concentraciones
extracelulares de DA en Acb por liberacion no-vesicular (Di Chiara y Imperato, 1988;
Rothman y Baumann, 2003; Sulzer et al., 2005). Este efecto en los niveles extracelulares de
DA, viene dado por el cambio en la direccién del flujo del transportador de DA (DAT) vy el
transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT;) (Robledo, 2008).

El DAT es responsable de la recaptacién de DA cuando es liberada al espacio
sinaptico (Rothman y Baumann, 2003; Sulzer et al., 2005) mientras que el VMAT, recaptura
la DA sintetizada en el citoplasma hacia las vesiculas de almacenamiento (Partilla et al.,
2006). La AMPH interrumpe el gradiente de protones existentes en las membranas de las
vesiculas sinapticas y su funcionamiento (Sulzer et al., 2005). Bajo este mecanismo se
invierte el flujo de estos transportadores produciendo un aumento de las concentraciones de
DA en el citoplasma, lo que permite que el DAT libere DA al espacio sinaptico (Sulzer et al.,
2005) (esquema 3).
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Esquema 3. Mecanismo de accion de la AMPH. La AMPH ingresa por medio del DAT al terminal presinaptico

e invierte el funcionamiento del DAT y del VMAT, permitiendo la liberacion no-vesicular de DA.

Frente al consumo de AMPH, las principales areas cerebrales afectadas son el Acb,
estriado dorsal y la PFC, siendo la DA en el Acb la que genera el reforzamiento positivo
inicial a la droga (Shoblock y Sullivan, 2003). Al mismo tiempo, el aumento en la actividad
locomotora, propiedad que es exacerbada por los psicoestimulantes, es provocado por la
liberacion de DA en el AcbC (Groenewegen et al., 1996).

En esta misma linea, estudios han demostrado que una inyeccion aguda de AMPH (2
mg/kg i.p) incrementa la liberacién de DA en el Acb, pero no en el LS (Sotomayor et al.,
2010). Sin embargo, en el LS se observd un incremento en los niveles extracelulares de
GABA (Sotomayor et al., 2010). Mas aun, al perfundir intraseptalmente un antagonista
especifico para los receptores GABAg (CGP-52432), en presencia de una dosis aguda de
AMPH (2 mg/kg i.p) se observa un aumento de la liberacion de DA en el LS. En adicién, se
ha demostrado, que la administracion de AMPH (i.p), aumenta la actividad de las neuronas de
proyeccion del LS hacia el VTA, indicandolo como un modulador de las conductas tipo
adictivas (Colussi-Mas et al., 2007).
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Por tanto, el LS estaria jugando un rol clave en la modulacion de los niveles de DA,

tanto en el VTA como en el Acb.

1.3 Sistema vasopresinérgico y septum lateral

La vasopresina (AVP) es un neuropéptido sintetizado principalmente por las neuronas
vasopresinérgicas del ndcleo paraventricular (PVN) y el ndcleo supradptico (SON) del
hipotdlamo. La AVP participa en la regulacion de la homeostasis osmoética y la respuesta
frente a un estresor (Caldwell et al., 2008). También ha sido implicada en la modulacién de
recompensantes naturales como las conductas sociales, donde el LS tiene un rol importante en
los efectos que produce éste neuropéptido sobre estas conductas (Donaldson et al., 2008;
Lukas et al., 2012).

La AVP actia mediante la activacion de tres receptores, los receptores Via, Vig Y Vo,
todos ellos pertenecientes a la familia de los receptores acoplados a proteina G. El receptor V;
se encuentra acoplado a proteina Gs y los receptores Via y Vig Se encuentran acoplados a
proteina Gqq11 (Michell et al., 1979; Jard et al., 1983; Stoop et al., 2012).

Los receptores V, se localizan principalmente en el rifion regulando la homeostasis
osmatica, mientras que los receptores Via y Vig Se expresan en la periferia y en el sistema
nervioso central. Se ha observado que &reas cerebrales como la adenohipdfisis, el PVN del
hipotalamo, la amigdala y el cerebelo (Hernando et al., 2001) expresan el receptor Vig. La
expresion del receptor V14 se ha reportado de forma moderada en los ganglios basales, tronco
encefalico y médula espinal, mientras que la union prominente al receptor Via se ha
observado en la formacion hipocampal, bulbo olfatorio, neocértex capa 1V, lecho de la estria
terminal o Bed nucleus of the stria terminalis (BNST), hipotalamo ventromedial, talamo,
VTA, sustancia nigra (parte compacta), coliculo superior, rafe dorsal, nucleo del tracto
solitario, ndcleo olivar inferior, y LS (Yu et al., 1996; Caldwell et al., 2008).

El LS es un nucleo de relevo de informacion que puede modular diferentes conductas
mediante el aumento o disminucion del tono inhibitorio y, de esta manera, es capaz de
modular la DA en varios nucleos cerebrales que participan en la generacion de la conducta
tipo adictiva, incluyendo el cuerpo estriado, la amigdala, la PFC y el Acb (Maeda y
Mogenson, 1981; Onteniente et al., 1987; Louilot et al., 1989). Neuroanatbmicamente el LS

se encuentra organizado en tres regiones, el LSD, el septum lateral intermedio (LSI) y septum
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lateral ventral (LSV) (Paxino y Watson, 2009). Ademas, presenta un tono inhibitorio basal,
debido a la existencia de interneuronas en el LS y neuronas GABAEérgicas de proyeccion
(Alonso y Frotscher, 1989; Risold y Swanson, 1996). Este tono inhibitorio, es modulado por
las proyecciones vasopresinérgicas provenientes principalmente del PVN y el SON, que
sintetizan la AVP (Barker et al., 1971; Pittman et al., 1981; Armstrong et al., 1982). Ademas,
estructuras extrahipotaldmicas como el BNST y la amigdala medial (MeA), también sintetizan
y liberan AVP y proyectan al LS (De Vries et al, 1984; Caffe et al, 1987).

En este contexto, estudios electrofisiologicos han demostrado que la AVP activa un
40% de las neuronas del LS por medio del receptor Via Luego de esta excitacion se observo
una posterior inhibicion de las neuronas GABAérgicas en este nucleo (Raggenbas et al, 2008),
planteando la posibilidad de que la AVP excitaria a las interneuronas del LS con una posterior
inhibicidn de las neuronas de proyeccion. Esto demuestra que el sistema vasopresinérgico no
solo sinapta con el LS, sino que también puede modular el caracter inhibitorio de éste ndcleo
(Raggenbas et al., 2008). En concordancia con esto, en el laboratorio hemos observado que al
administrar AVP en el LS, incrementa la liberacion de GABA en este nlcleo (Tobar, 20118).
Por otro lado, observamos que una dosis aguda de AMPH (1.5 mg/kg i.p) produce una
disminucion de los niveles de AVP en el LS (Ahumada et al., 2017). Por otro lado, se ha
demostrado que el efecto intracerebroventricular, del antagonista del receptor V14, disminuye
la conducta de juego social (recompensante natural) en ratas machos juveniles (Veenema et
al., 2013). Sin embargo, frente al antagonismo intra-LS del receptor Via, se observé una
mejora de la conducta de juego social, demostrando la relacién del receptor Vi en el LS con
el circuito de la recompensa (Bredewold et al., 2014). Todo esto hace que el LS sea
considerado un nucleo de relevancia experimental.

Por lo tanto, ésta conexion neuroanatémica entre el sistema vasopresinérgico y el LS,
podria tener una implicancia en la modulacion de conductas tipo adictivas (Godino y Renard,
2018). Teniendo en cuenta que la AMPH disminuye el contenido de AVP en el SL, y que el
SL presenta una alta densidad de receptores Vi que al ser activados generan un aumento del
tono inhibitorio, pensamos que la administracion de AVP en éste nucleo podria modular la

liberacion de DA en el Acb y de esta manera modular las conductas tipo adictivas.

16



I1.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se ha planteado anteriormente, las proyecciones GABAérgicas desde el LS que
sinaptan con las interneuronas GABA del VTA y del Acb podrian participar en la modulacion
de las neuronas dopaminérgicas y asi afectar la conducta de condicionamiento a AMPH. El
LS expresa una alta densidad de receptores Via que al ser activados generan un aumento del
tono inhibitorio de éste ndcleo con una posterior inhibicion de neuronas GABAérgicas,
posiblemente de proyeccién. Ademas, la AMPH, droga de abuso, disminuye los niveles de
AVP en el LS. Por lo tanto, AVP a través de la activacién del receptor V14, podria aumentar
el tono inhibitorio del LS y, en consecuencia, modular la liberacion de DA en el Acb,
principal blanco neuroanatomico de las drogas de abuso. Entonces, nos surge la siguiente
pregunta de investigacion: ¢En animales condicionados a AMPH, la microinyeccién de AVP
en el LSD es capaz de inhibir el condicionamiento a AMPH regulando, a su vez, el circuito de
la recompensa?

Bajo este contexto planteamos la siguiente hipotesis:

2.1 Hipotesis
“La microinyeccion de AVP en el LS de ratas condicionadas a AMPH, disminuye el
condicionamiento a la AMPH vy la actividad neuronal en el Acb, aumentando el tono

GABAérgico y disminuyendo el tono dopaminérgico en éste nucleo”.

2.2 Objetivo general
v Determinar si la microinyeccién de AVP en el LS de ratas condicionadas a AMPH,

modula la conducta tipo adictiva.

2.3 Objetivos especificos:

En ratas condicionadas a AMPH y microinyectadas con AVP en el LS:
1.- Determinar la preferencia al lugar condicionado a AMPH.
2.- Analizar la actividad neuronal en el Acb.

3.- Cuantificar los niveles extracelulares de DA y GABA en Ach.
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I11.- METODOLOGIA
3.1 Bioética

Todos los experimentos y la manipulacion de los animales se realizaron de acuerdo al
protocolo ético establecido por el comité de ética de la Universidad de Santiago de Chile. Se
realizaron los méximos esfuerzos para minimizar el sufrimiento y el nimero de animales que

se utilizaron en cada grupo experimental (Fondecyt N° 11140065; Dra. Georgina Renard).

3.2 Animales de experimentacion y condiciones de mantencion

Se utilizaron ratas Sprague Dawley machos de 60 dias, de aproximadamente 300 £ 50
g al inicio de los experimentos. Los animales fueron obtenidos del bioterio central de la
Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Se mantuvieron en grupos de tres en cajas de
acrilico transparente de 20x20x40 cm, con un ciclo circadiano de 12 hrs de luz y 12 hrs de
oscuridad (luz encendida a las 08:00 AM) en una habitacion con temperatura (24 £ 2° C) y
humedad (50%-60%) controlada, en la sala de mantencion perteneciente al Centro de
Investigacion Biomédica y Aplicada (CIBAP) de la Escuela de Medicina, Facultad de
Ciencias Médicas, Universidad de Santiago de Chile. Todos los animales se mantuvieron con
agua y comida (LabDiet®, Prolab RMH 3000, MO, USA) ad libitum.

El laboratorio donde se llevaron a cabo los experimentos estuvo aislado de ruidos
ambientales externos. Se utilizaron diferentes grupos de animales para las pruebas

conductuales y los experimentos con microdialisis.

3.3 Drogas

1.- [Arg8]-Vasopresina (AVP), un agonista de los receptores Via (0.4 ng/ul) (sintetizado por
la Dra. Fanny Guzman de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso).

2.- (d(CH2)51, Tyr(Me)2, Arg8)-Vasopresina (Ant Vi), un antagonista selectivo para los
receptores de Vi1 (4 ng/ul) (Tocris Bioscience) (Bychowski et al., 2013).

3.- Anfetamina sulfato (1.5 mg/kg disuelta en solucion salina) i.p, (Laboratorios Chile
LTDA).

Las concentraciones fueron elegidas segun experimentos preliminares del laboratorio.

18



3.4 Disefio experimental

Para la realizacion de esta tesis se utilizaron 28 ratas Sprague-Dawley machos
separadas aleatoriamente en dos grupos experimentales: (1) grupo condicionado a AMPH (n =
25) para pruebas conductuales e inmunohistoquimica (IHQ), a su vez este grupo se dividio en
tres segin esquema 1; y (2) un grupo condicionado a AMPH al que posteriormente se le

realiz6 una microdialisis en Acb con microinyeccién de AVP en LSD (n = 3) (esquema 4).

Protocolode

Protocolo de B) CPPa AMPH
CPP a AMPH

Microdialisis +
microinyeccion
(n=3)

Microinyeccidn
LSD

) AT Microinyeccidn

Ach LSD
IHQ Fos Acbh
Tincién con
azul de
metileno

Esquema 4. Grupos experimentales. A) EI grupo conductual de animales condicionados a AMPH se subdividio
en 3 grupos a los cuales se les microinyect6 (i) vehiculo (n=8); (ii) AVP (n=9) o (iii) Ant Vi + AVP (n=8) en el
LSD previ6 al test. Ademas, a estos grupos se les realizd IHQ de Fos en tres planos del Acb, segin el atlas
Paxinos y Watson, (2009). Posteriormente se realiz6 el analisis histolégico con el cual se verifico la posicién de
las canulas en el LSD. B) Para los experimentos de microdialisis, se condiciond a los animales a AMPH y luego
se procedié a la realizacion de una microdidlisis en el Acb junto a una microinyecciéon de AVP en el LSD (n=3).
Posteriormente se realizd el anélisis histol6gico con el cual se verifico la postura de la sonda y la posicion de la

canula de microinyeccidn.

En el esquema 5 se presenta el disefio experimental utilizado en esta tesis:
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Esquema 5. Disefio experimental. A) El Dia Experimental (Exp) 1 se realizé la cirugia. Entre los Dia Exp 1y 7,
periodo de post-operatorio, los animales fueron manipulados para minimizar el estrés al momento del
procedimiento conductual. Luego, el Dia Exp 8 se efectud el pre-test. Después entre los Dia Exp 9 y 12 se
realiz6 el condicionamiento a AMPH segln el protocolo de CPP. El Dia Exp 13 se realiz6 la microinyeccion en
el LSD, el test y la eutanasia de los animales y se obtuvieron los cerebros para la realizacion de las IHQ para
Fos. B) En el segundo grupo de animales, el Dia Exp 8 se realiz6 el pre-test, luego el Dia Exp 9 comenzo el
condicionamiento a AMPH vy el Dia Exp 13 se realizé el test y la microdialisis en Acb junto con la

microinyeccion en LSD de AVP.

3.5 Cirugia para el implante de canulas guias

Los animales fueron anestesiados via i.p con ketamina/xilacina en una dosis de 80
mg/kg y 10 mg/kg, respectivamente. Ademas, se les inyecto lidocaina en una dosis de 6
mg/kg, via sub cutanea (s.c) la que fue inyectada en la zona del implante. Luego de colocar al
animal en un aparato estereotaxico (Model 68002, RWD Life Science Co. Ltd, China), se
procedi6 a limpiar la zona de incision primero con una solucion de clorhexidina gluconato al
2% y luego con una solucion de etanol al 70%, lo que se repitio 5 veces. Se realiz6 una
incision en la piel, y una vez despejada y limpiada la zona de trabajo, se procedi6 a la
localizacion de bregma como referencia, para luego realizar un agujero en el craneo con un

taladro (Dremel, Modelo 3000, México) segun las coordenadas estereotaxicas calculadas con
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ayuda del atlas Paxinos y Watson (2009). Luego se procedioé a la implantacion bilateral de
canulas guias (canula simple/diametro externo 0.64 mm-23G/M 3.5, RWD) en el LSD las que
se fijaron al créneo con tornillos de acero inoxidable y una mezcla de mondémero auto curable
con acrilico auto curable n° 66 (Duralay®, USA). Se utilizé el atlas de Paxinos y Watson
(2009), para determinar la ubicacion del LSD, implantando las canulas guias 1 mm por sobre
la zona de microinyeccion (figura 1). Se utilizaron las siguientes coordenadas para la
implantacion de las canulas guias con un angulo de insercion de 10% AP: +0.1 mm, ML: £1.7
mm, DV: -3.8 mm, referente a bregma. Para mantener la temperatura corporal del animal a 37
°C, se utiliz6 una manta calefactora eléctrica controlada por un termostato durante la cirugia.
Después de la cirugia los animales fueron llevados a la sala de recuperacion donde se
mantuvieron con una manta calefactora eléctrica controlada por un termostato. Luego, los
animales se mantuvieron 7 dias en recuperacion, administrando antibioticos y analgésicos
durante tres dias cada 24 hrs (enrofloxacino 5% en una dosis de 5 mg/kg, meloxicam en una

dosis 2 mg/kg y solucidn de suero fisioldgico (1 ml/kg)).

A) B)

sty m;;b‘

=== Canula de microinyeccion
Vehiculo, AVP o Ant V,, + AVP

STV~
» s be sy

Figura 1. Zona de implante canulas. A) Plano + 0.1 (referente a bregma) del atlas Paxinos y Watson (2009), en
gue se muestra el lugar donde fueron implantadas las canulas en el LSD, y posteriormente se microinyecto
vehiculo, AVP o Ant V5 + AVP. B) Acercamiento del panel A), donde se observa la marca de las canulas en el

LSD marcado con bordes rojos.
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3.6 Protocolo de preferencia de lugar condicionado a AMPH

Se procedié a colocar la caja con los animales una hora antes de iniciar cada
procedimiento en la sala donde se realizaron los experimentos conductuales.

Luego del periodo de recuperacion, los animales fueron sometidos al protocolo de
CPP a AMPH el cual fue adaptado desde Kotlinska y colaboradores (2012).

La caja del protocolo de CPP, consiste en tres compartimientos: (i) una caja blanca,
(i) un pasillo neutral y (iii) una caja negra (figura 2). Los compartimentos fueron iluminados
de la siguiente manera: 20 lux para la caja blanca, < 5 lux para el pasillo neutral y <1 lux para
la caja negra.

El protocolo de CPP consistié de tres fases. (1) Fase de pre-test, en donde el animal
fue sometido a una prueba en ausencia de la droga. En esta fase el animal pudo explorar
libremente todos los compartimientos del aparato durante 15 minutos y se determind la
preferencia basal de los animales por los distintos compartimentos. Para determinar la
preferencia basal de permanencia en los compartimientos se procedio a cuantificar el tiempo
de permanencia, en segundos, en cada uno de ellos mediante el programa ANY-Maze®
(Stoelting Co., lllinois, USA).

Al dia siguiente, comenzo6 la fase (2) o fase de condicionamiento, los animales
recibieron durante 4 dias una inyeccion de suero fisioldgico 0.9% (1 ml/kg) y luego fueron
confinados al compartimiento negro durante 60 minutos. Este procedimiento generé un
control para evitar que sélo la inyeccién pudiese generar un condicionamiento. Cuatro horas
después de recibida la inyeccion de salino, los animales recibieron durante 4 dias una dosis
diaria de AMPH (1.5 mg/kg) por via i.p. Inmediatamente después de cada inyeccion de
AMPH los animales fueron confinados durante 60 minutos en el compartimiento blanco
(usualmente el de menor preferencia basal). (3) Al dia siguiente de finalizada la fase de
condicionamiento se realizo el test de 15 minutos en ausencia de AMPH para cuantificar el
tiempo que pasaron los animales en el compartimiento asociado a la droga. Para esto se
cuantifico el tiempo de permanencia en el compartimiento blanco en segundos. Para el
analisis del condicionamiento a AMPH se utiliz6 el tiempo de permanencia en el lado blanco
el dia del test, comparado con el tiempo de permanencia en el lado blanco el dia del pre-test.
Un aumento significativo del tiempo de permanencia en el lado blanco (asociado a la droga)

el dia del test indica que los animales se condicionaron a AMPH.
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A) <1 luxB) <5 luxC) 20 lux

—
Negro Neutro Blanco

Figura 2. Caja de CPP. A) Compartimiento negro iluminado con un maximo de < 1 lux. B) Pasillo neutral

iluminado con un maximo de < 5 lux. C) Compartimiento blanco iluminado con 20 lux.

3.7 Protocolo de microinyeccion

Dos minutos antes de la tercera fase del protocolo de CPP se insertaron dos canulas de
microinyeccion (RWD Life Science Co. Ltd, China) bilateralmente 1 mm mas larga que la
canula guia. Estas estaban conectadas a una jeringa manipulada por una bomba de
microperfusion automatizada (Model 210 RWD, RWD Life Science Co. Ltd, China) a un
flujo de 0.5 pl/minuto. Luego se procedié a microinyectar: (1) vehiculo (solucién de liquido
cefalorraquideo artificial (LCRa), que contiene; 2.7 mM de KCI, 147 mM de NaCl, 0.85 mM
de MgCl,, 1.2 mM CaCl,, pH 7.4); (2) una solucion de AVP en LCRa (0.4 ng/ul); (3)
solucion de Ant Vi (4 ng/ul), + AVP (0.4 ng/0.5 pl) en LCRa.

Bajo este procedimiento el animal siempre estuvo en libre movimiento. Una vez
finalizada la microinyeccion, se esper6 1 minuto antes de retirar las canulas de
microinyeccion para evitar que las soluciones regresaran por capilaridad. Luego se comenzé

la tercera fase del protocolo de CPP.

3.8 Fijacion del tejido para IHQ

Dos horas luego de finalizada la microinyeccion, los animales fueron anestesiados con
una solucién de isoflurano via inhalatoria. Luego se procedié a perfundir transcardialmente
con una soluciéon buffer fosfato (PBS) (PBS 0.01 M: NaCl (80 g/l), KCI (2 g/l),
NaH,PO,4-7H,0 (27.7 g/l), KHPO, (2.7 g/l), pH 7.4), para luego continuar con una solucién
de fijacion con paraformaldehido al 4% en PBS pH 7.0 (PFA-PBS) (esquema 6). Este

procedimiento se realizd con una bomba peristaltica (Gilson, modelo minipls I, Francia). Una
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vez obtenidos los cerebros, se fijaron 24 hrs en solucion PFA-PBS vy fueron almacenados a 4
°C. Después de cumplidas las 24 hrs de post fijacion, los cerebros fueron almacenados en una
solucién con PBS-sacarosa al 30% (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) y azida al
0.002% (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) durante 3 dias a 4 °C.

Las inmunorreacciones se realizaron en secciones de 40 um en libre flotacion. Las
secciones coronales se obtuvieron usando un criostato (modelo CM 1510-1, Leica) y con la
guia del atlas Paxinos y Watson (2009) se seleccionaron secciones coronales que contuvieran
el Acb.

Esquema 6. Esquema representativo de la metodologia que se utilizé en la perfusion transcardial.

3.9 IHQ Fos

Las secciones coronales seleccionadas se colocaron en una solucion de H,O; al 3% en
PBS (0.01 M) durante 10 minutos para bloquear la peroxidasa endégena. Luego se procedio a
realizar tres lavados de 10 minutos cada uno con PBS. Posteriormente, los cortes se incubaron
en una solucion de bloqueo que contenia suero de caballo normal al 3% vy triton al 0.2%
(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) disuelto en PBS, durante 1 hora, para bloquear
sitios de union inespecifica. Después los cortes fueron incubados durante 24 hrs con el
anticuerpo primario policlonal anti-Fos (1:1000) (hecho en conejo) (Santa cruz
Biotechnology, Chile) en solucion de bloqueo a una temperatura de 4 °C. A continuacion, se
realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con PBS. Luego los cortes se incubaron con el
anticuerpo secundario conjugado con biotina (1:1000) (anti-conejo) (Vectastain®, USA) en
una solucion de suero de albumina bovina al 1% (BSA) (Rockland Immunochemicals Inc,
Limerick, PA 19468) en PBS durante 2 hrs. Luego las secciones coronales fueron colocadas
en una solucion de amplificacién avidina biotina-peroxidasa (Vectastain® ABC Kits, Vector,
USA) (1:500) en PBS durante 1 hr. Después se realizaron dos lavados de 10 minutos cada uno
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con PBS y un lavado de 10 minutos con una solucién tris-buffer (tris-4cido 50 mM, NaCl 150
mM, pH 7.6). La inmunorreactividad de Fos fue detectada con una solucion de revelado
intensificada con clorhidrato de diaminobenzidina (DAB) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA) (0.5 mg/ml, Ni 0.25% y H,0, 0.01125%) en tris-buffer, pH 7.6 durante 10 minutos.
Una vez terminado el proceso se observo una tincion de color plomo. Luego se realizé un
lavado con solucién tris-buffer, pH 7.6, durante 10 minutos seguido de dos lavados con PBS
durante 10 minutos cada uno. Todo el procedimiento descrito se llevd a cabo a temperatura
ambiente (exceptuando la incubacion del anticuerpo primario, como se indica en el texto) y en
agitacion suave. Finalmente, los cortes se montaron con gelatina al 0.5% (Sigma Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA) en portaobjetos, secados al aire y cubiertos con pegamento de montaje
(Entellan® Nuevo, Darmstadt, Alemania) y cubreobjeto.

La visualizacion microscopica del tejido permitid, en primer lugar, analizar el patron
espacial de la inmunorreactividad, que luego se analiz6 mediante un sistema de video-
microscopia y una computadora con un programa de cuantificacion llamado ImageJ (NIH,
EE. UU.). El conteo de las marcas fue realizado manualmente. Para esto se procedi6 a
seleccionar tres planos del Acb, segin el atlas Paxinos y Watson (2009): (1) rostral
(referencia, bregma +2.52 mm); (2) medial (referencia bregma +1.8 mm); (3) caudal
(referencia bregma +1.08 mm), por cada animal. Posteriormente se procedi6 a limitar la zona
de andlisis: en (i) AcbC y (ii) AcbSh, en los cuales se realizaron los conteos de los puntos

inmunorreactivos para Fos (esquema 7).

A) +2.52 B) +1.80 Q) +1.08
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Esquema 7. IHQ para Fos. Planos de bregma elegidos para la cuantificacion de Fos segun atlas Paxinos y
Watson, 2009. A) Bregma +2.52 plano 1, B) Bregma +1.80 plano 2 y C) Bregma +1.08 plano 3 D, E, F)
Acercamiento de los paneles A, B y C de las zonas de cuantificacién en el AcbC y AcbSh de los planos 1,2y 3

respectivamente.

3.10 Microdiélisis in vivo en animales anestesiados

Previamente a la microdialisis los animales fueron condicionados a AMPH, tal como
se describe en el apartado 3.6.

Para el procedimiento de microdialisis se colocaron los animales en un aparato
estereotaxico (Model 68002, RWD Life Science Co. Ltd, China). Los animales fueron
anestesiados via i.p con uretano (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) con una dosis de
1.0 g/kg. Se procedié a la implantacion unilateral de una canula guia (cnula simple/didmetro
externo 0.64 mm-23G/M 3.5, RWD) en el LS, la cual se fijo al craneo con tornillos de acero
inoxidable y una mezcla de monémero auto curable con acrilico auto curable n® 66
(Duralay®, USA). Se utilizo el atlas de Paxinos y Watson (2009) para determinar la ubicacion
del LSD, implantando la canula guia 1 mm sobre el LSD. Se utilizaron las siguientes
coordenadas para la implantacion de la canula guia con un angulo de insercion de 20°; AP:
+0.1 mm, ML: £2.6 mm, DV: -3.0 mm, referente a bregma. Luego se procedio a la insercion
de una sonda para microdialisis (tamafio del poro de membrana 20 KDa MWCO, longitud de
membrana 2 mm, diametro de la membrana 0.5 mm, CMA) en el Acb. Las coordenadas
utilizadas segun el atlas Paxinos y Watson (2009) fueron AP: +1.5 mm, ML: £1.5 mm, DV: -
7.9 mm respecto a bregma y un angulo de insercion de 0° La sonda de microdialisis fue
microperfundida durante todo el procedimiento con LCRa, por medio de una jeringa
empujada con una bomba de microperfusion (Model 210 RWD, RWD Life Science Co. Ltd,

China) con un flujo de 2 pl/minuto en Acb. Se procedid a esperar el tiempo de estabilizacion
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de 1 hora y 40 minutos (figura 3) y se continudé con la recoleccion de las muestras de
microdializado, las que se recolectaron en HCIO, (0.02 M). Primero se recolectaron 3
muestras basales (Bi, By, Bs) cada 20 minutos. Después de terminar con el Bj, se
microinyectd una solucion de AVP (0.4 ng/ul), durante 1 minuto, mediante una jeringa de
microinyeccion, la cual estaba acoplada a una bomba de microperfusion (Model 210 RWD,
RWD Life Science Co. Ltd, China) con un flujo de 0.5 pl/minuto. Paralelamente se continu6
con la recoleccion de las muestras cada 20 minutos en el Acb (M; a la My). Para mantener la
temperatura corporal del animal a 37 °C, se utiliz6 una manta calefactora eléctrica controlada

por un termostato.

A) B)

sty

=== Canula de microinyeccion
Vehiculo, AVP o Ant V,, + AVP
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Q) D)

Sonda de microdialisis

E) Microdialisis en el Acb

AVP (LS)
1 h 40 minutos ,I,

| A
f

—r = — —

B, B, B; M;{ M, My M,

Figura 3. Disefio experimental de la microdidlisis. A) Plano de Bregma del atlas Paxinos y Watson (2009) donde
se implanto la canula de microinyeccién; B) corte histologico representativo donde se observa la marca de la
canula en el LSD marcado con bordes rojos; C) plano de Bregma del atlas Paxinos y Watson (2009) donde se
muestra la zona en que se posiciond la sonda de microdialisis. D) corte histologico representativo donde se
observa la marca de la sonda de microdialisis en Acbh marcado con bordes rojos; E) Protocolo de microdialisis:

una vez introducida la sonda para microdialisis, se esperé un periodo de estabilizacion de 1 hora y 40 minutos.
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Luego, cada 20 minutos se procedid a la recoleccion de las muestras en el Ach. Luego de recolectar 3 muestras
basales (B3) se procedi6 con la microinyeccién de una solucién de AVP (0.4 ng/ul) en el LSD y paralelamente se

continud recolectando las muestras de microdializado (M, a la My) en el Ach.

3.11 Tincion de secciones coronales

Para la verificacion de la postura de la sonda de microdiélisis en Acb y la postura de
las cénulas guias en LSD (figura 3B y D, respectivamente) se seleccionaron rebanadas que
contuvieran los planos del Acb y el LS segun el atlas Paxinos y Watson (2009). Las tinciones
se realizaron en secciones de 50 um, las cuales se obtuvieron usando un criostato (model CM
1510-1, Leica) y que posteriormente fueron tefiidas en libre flotacion. Luego se procedié a
colocar los cortes en una solucion de azul de metileno 0.005 M (Winkler LTDA, Quillay,
Valle Grande, Lampa, Santiago de Chile) méas una gota de acido acético al 10%, durante 3
minutos. A continuacion, se realizaron tres lavados con PBS 0.01 M durante 10 minutos cada
uno. Todos los lavados fueron efectuados a temperatura ambiente y con agitacion suave.
Finalmente, los cortes se montaron con gelatina al 0.5% (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA) en portaobjetos y luego secados al aire y cubiertos con pegamento de montaje
(Entellan® Nuevo, Darmstadt, Alemania) y cubreobjeto para posterior visualizacién al

microscopio.

3.12 Cuantificacion de neurotransmisores
3.12.1 GABA

Para la cuantificacion de GABA se realiz una reaccion de derivatizacién en la que se
utilizaron: (i) 20 ul del microdializado, (ii) 4 ul de buffer borato (pH 10.8), (iii) y 4 pl de
reactivo fluorogénico (20 mg de ortoftaldehido y 10 pl de b-mercaptoetanol en 5 ml de
etanol). Para la reaccion de derivatizacion se esper6 90 segundos y se realizé la inyeccion de
la muestra al sistema (Cromatografia liquida de alta eficacia) HPLC acoplado a detector
fluorométrico. Los filtros se configuraron para una longitud de onda excitatoria de 350 nm y
una longitud de onda de emision de 450 nm.

El HPLC lo conforman: (1) una bomba isocratica (modelo PU-4180, Jasco Co. Ltd.,
Tokio, Japdn), (2) una columna de fase reversa C-18 (Kromasil 3-4.6; Suecia), (3) y un
detector fluorometrico (modelo FP-4025, Jasco Co. Ltd., Tokio, Japon). Se utilizd un

gradiente isocratico para la separacion de las muestras. La fase mdvil contenia 0.1 M de
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NaH,PO, y 24% CH3;CN (pH 5.7) el cual fue bombeado a un flujo de 1 ml/min. Se observo
un tiempo de retencion para GABA de 13 minutos. El area del pico correspondiente a GABA
se comparé con los estandares de referencia y se calcularon las concentraciones a través de
una curva de calibrado realizada con un programa cromatografico (ChromNAV 2.0, Jasco Co.
Ltd., Tokio, Japdn).

3.12.2 Dopamina

Para la cuantificacion de DA se inyectaron 20 ul por cada muestra de microdializado
en un sistema de HPLC acoplado a un sistema electroquimico compuesto por: (i) un inyector
Rheodyne, una bomba cuaternaria (modelo PU-4189 plus, Jasco Co. Ltd., Tokio, Japdn), una
columna de fase reversa C-18 y un detector electroquimico (EICOM Electrochemical detector
ECD-700) configurado a un potencial de oxidacién de 750 mV. Para la determinacién de DA
se utilizdé la siguiente fase movil: 0.15 M de CgHg-7H,O (4cido citrico), 0.0008 M de
CgH17NaO,4S (octil sulfato de sodio), 2,5% CH3;CN, 3% tetrahidrofurano, ajustado a pH 3, a
un flujo de 0.2 ml/min. Las areas de los picos correspondientes a DA en las muestras fueron
comparadas con los estdndares de referencia que se utilizaron para calcular las
concentraciones de DA. Las concentraciones fueron determinadas por medio de una curva de
calibrado realizada con un programa cromatografico (ChromNAYV, Jasco Co. Ltd., Tokio,

Japon). El tiempo de retencion para DA fue de 8.5 minutos.

3.13 Analisis estadistico

Para las pruebas conductuales de actividad locomotora y condicionamiento a AMPH
se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de 2 vias y posteriormente una prueba estadistica
Sidark’s para el anlisis entre los diferentes grupos.

Para el estudio sobre la inmunorreactividad de Fos, se realizo un ANOVA de 1 via, y
posteriormente se realizO una prueba estadistica Tukey’s, con la que se establecio las
diferencias entre los diferentes grupos.

Para las microdidlisis se utilizd un analisis de varianza de 1 via y posteriormente se
realizd una prueba estadistica Dunnett, para analizar las diferencias entre los niveles basales
de neurotransmisores y los niveles post-estimulo de neurotransmisores.

Todos los datos se presentaron como promedios + error estdndar medio (SEM). El
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nivel de probabilidad menor o igual a 0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Se

utiliz6 el software GraphPad Prism 7 para realizar todos los analisis.
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IV.- RESULTADOS

4.1 Efecto sobre el condicionamiento a AMPH luego de la microinyeccion de AVP
enel LSD

En la figura 4 se observa el efecto de la microinyeccion de AVP en el LSD sobre el
condicionamiento a AMPH.

Al realizar el ANOVA de 2 vias del tiempo de permanencia en el lado blanco (TPLB)
se observo un efecto significativo (F (1,22) = 16.47; p = 0.0005) de las pruebas (test y pre-
test). No se observo un efecto significativo (F (2,22) = 2.268; p = 0.1272) del tratamiento ni
tampoco de la interaccidn entre las variables analizadas (F (2,22) = 1.655; p = 0.2140).

Al realizar la prueba estadistica Sidark’s se observd que los animales del grupo
vehiculo aumentaron significativamente el TPLB (compartimento asociado a AMPH), el dia
del test comparado con el TPLB el dia del pre-test (p = 0.0093).

Por el contrario, en los animales del grupo AVP no se observaron diferencias
significativas en el TPLB el dia del test, comparado con el dia del pre-test (p = 0.7131).
Finalmente, al igual que los animales del grupo vehiculo, los animales del grupo Ant Vi +
AVP aumentaron significativamente el TPLB el dia del test, comparado con el dia del pre-test
(p = 0.0425) (figura 4).
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Figura 4. A) Efecto de AVP intra-LSD sobre el condicionamiento a AMPH donde se observa el tiempo de
permanencia en el lado blanco (TPBL) en segundos, el dia del pre-test (blanco) y el dia del test (negro) en los
grupos vehiculo, AVP y Ant V5 + AVP. Los datos estan representados como media + SEM. * p < 0.05; ** p <
0.01. B) Mapas de calor representativos de los animales microinyectados con vehiculo, AVP y Ant Vi, + AVP

en el tiempo de permanencia en los distintos compartimentos el dia del pre-test y el dia del test.
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4.2 Efecto sobre la actividad locomotora luego de la microinyeccion de AVP en el LSD
en animales condicionados a AMPH
En la figura 5 se observa el efecto de la microinyeccion de AVP en el LSD en los

animales condicionados a AMPH sobre la actividad locomotora.

4.2.1 Distancia total recorrida

Al realizar el ANOVA de 2 vias de la distancia total recorrida, no se observaron
efectos significativos de las pruebas (pre-test, test) (F (1,46) = 3.6; p = 0.0641), del
tratamiento (F (2,46) = 1.199; p = 0.3109), ni de la interaccion entre las variables analizadas
(F (2,46) = 0.2967; p = 0.7447). Esto nos indica que los diferentes tratamientos realizados no
afectaron la distancia total recorrida (figura 5A).

4.2.2 Velocidad media

Al realizar el ANOVA de 2 vias para el pardmetro de la velocidad media, no se
observaron efectos significativos de las pruebas (F (1,46) = 3.309; p = 0.0754), del
tratamiento (F (2,46) = 0.8311; p = 0.4420), ni de la interaccion entre los grupos
experimentales y las pruebas realizadas, (F (2,46) = 0.529; p = 0.5928), indicando que los
diferentes tratamientos realizados no afectaron la velocidad media (figura 5B).
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Vehiculo AVP Ant V , + AVP

Figura 5. Efecto de AVP intra-LSD en animales condicionados a AMPH sobre la actividad locomotora. A)
Distancia total recorrida expresada en metros (m). B) Velocidad media expresada en metros/segundo (m/s). C)
Imagen representativa del rastreo de la distancia total recorrida de los animales microinyectados con vehiculo,

AVP y Ant V5 + AVP el dia del pre-test y el dia del test. Los datos estan representados como media + SEM.

4.3 Efecto sobre la actividad neuronal en Acb, luego de la microinyeccion de AVP en el
LSD en animales condicionados a AMPH

Para el analisis de las IHQ en Acb, se utilizaron tres planos referentes a bregma segun
Paxinos y Watson (2009): (i) plano 1 (+2.52) (figura 6A), (ii) plano 2 (+1.80) (figura 6B), y
(iii) plano 3 (+1.08) (figura 6C).

Para el plano 1 (figura 6A) en el AcbC, el ANOVA de 1 via, mostré6 un efecto
significativo del tratamiento sobre la inmunorreactividad Fos (F (2,7) = 6.156; p = 0.0287). Al
realizar las comparaciones entre los tratamientos se observé una disminucion significativa del
namero de neuronas inmunorreactivas a Fos en los animales microinyectados con AVP con
respecto a los animales microinyectados con el vehiculo (p = 0.0542). Ademas, se observé un
aumento significativo del ndmero de neuronas inmunorreactivas a Fos en los animales
microinyectados con Ant Vi + AVP comparado con los animales microinyectados con AVP
(p = 0.0440).

Luego al realizar el analisis en la region del AcbSh, el ANOVA de 1 via, mostré un
efecto significativo del tratamiento sobre la inmunorreactividad Fos (F (2,7) = 8.129; p =
0.0150). Al realizar las comparaciones entre los tratamientos se observd una disminucion
significativa del nimero de neuronas inmunorreactivas a Fos en los animales microinyectados

con AVP con respecto a los animales microinyectados con el vehiculo (p = 0.0161). Ademas,
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no se observo un aumento significativo del nimero de neuronas inmunorreactivas a Fos en los
animales microinyectados con Ant Via + AVP comparado con los animales microinyectados
con AVP (p = 0.0576).

En el plano 2 (figura 6B) en el AcbC, el ANOVA de 1 via no mostré un efecto
significativo del tratamiento sobre la inmunorreactividad Fos (F (2,10) = 2,266; p = 0.1543).
Al igual que en el AcbSh el ANOVA de 1 via no mostr6 un efecto significativo (F (2,10) =
0,7717; p = 0.4879).

Finalmente, en el plano 3 en el AcbC (figura 6C), el analisis de varianza de una via
mostrd un efecto significativo del tratamiento sobre la inmunorreactividad de Fos (F (2,12) =
5.581; p = 0.0193). Luego al realizar las comparaciones entre los tratamientos se observo una
disminucion significativa entre los animales microinyectados con AVP, respecto a los
animales microinyectados con vehiculo (p = 0.0352). Sin embargo, no hubo diferencia
significativa entre los animales microinyectados con Ant V14 + AVP, respecto a los animales
microinyectados con AVP (p = 0.0523).

Luego, al realizar el andlisis de varianza de una via, éste mostr6 en la region del
AcbSh, un efecto significativo del tratamiento sobre la inmunorreactividad de Fos (F (2,12) =
5.964; p = 0.0159). Luego, al realizar las comparaciones entre los tratamientos se observo una
disminucion significativa entre los animales microinyectados con AVP, respecto a los
animales microinyectados con vehiculo (p = 0.0341). De igual forma, hubo diferencia
significativa entre los animales microinyectados con Ant V1 + AVP, respecto a los animales
microinyectados con AVP (p = 0.0383).
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Figura 6. Efecto de AVP intra-LSD en animales condicionados a AMPH sobre la actividad neuronal medida a
través del nimero de neuronas inmunorreactivas a Fos. A) Ndmero de neuronas inmunorreactivas a Fos en el
plano 1 (+2.52) referente a bregma del AcbC y AchSh en los grupos de animales microinyectados con vehiculo
(blanco), AVP (negro) o Ant Vi + AVP (gris). B) Ndmero de neuronas inmunorreactivas a Fos en el plano 2
(+1.80) referente a bregma del AcbC y AchSh en los grupos de animales microinyectados con vehiculo (blanco),
AVP (negro) o Ant V5 + AVP (gris). C) Namero de neuronas inmunorreactivas a Fos en el plano 3 (+1.08)

referente a bregma del AcbC y AcbSh en los grupos de animales microinyectados con vehiculo (blanco), AVP
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(negro) o Ant V14 + AVP (gris). D) E) F) Fotos representativas de la inmunorreaccion de Fos, para los grupos
microinyectados con vehiculo, AVP y Ant V.5 + AVP en el LSD, vista 10X y 20X del Acb, donde se observa el
plano 1, Bregma +2.52 (D); plano 2, Bregma +1.80 (E) y plano 3, Bregma, +1.08 (F). En la vista 20X las flechas
blancas muestran las marcas que fueron consideradas para la cuantificacion. Los datos estan representados como
media £ SEM. * p < 0.05.

4.4 Efecto de la microinyeccion de AVP en el LSD en animales condicionados a AMPH
sobre los niveles extracelulares de DA y GABA en el Acb

En la figura 7A y B se observa el efecto de la microinyeccion de AVP en el LSD en
animales previamente condicionados a AMPH (figura suplementaria 1, apéndice) sobre los

niveles extracelulares de DA y GABA en el Acb, respectivamente.

4.4.1 Dopamina

El ANOVA de 1 via de mediciones repetidas mostré un efecto significativo entre las
muestras obtenidas (F (6, 14) = 3.83; p = 0.0180) (figura 7A).

Al realizar las comparaciones multiples se observo una disminucion estadisticamente
significativa en las concentraciones extracelulares de DA en los minutos 80 y 100 respecto al
minuto 60 (basal 3) en el Acb, luego de microinyectar AVP intra-LSD (flecha roja) (p =
0.0231; p = 0.0247).

4.4.2 GABA
El ANOVA de 1 via de mediciones repetidas no mostro diferencias significativas entre
las muestras obtenidas (F (6, 14) = 2.984; p = 0.3101) (figura 7B).
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Figura 7. Efecto de AVP intra-LSD en animales condicionados a AMPH sobre los niveles extracelulares de
Dopamina (A) y GABA (B) en el Acb. La flecha roja representa la microinyeccion de AVP en el LSD. Los datos
fueron expresados en concentraciones [fmoles]/pl para DA y [pmoles]/ul para GABA. Cada punto en el gréafico
representa la recoleccién de muestras durante 20 minutos. La microinyeccion de AVP (flecha roja) tuvo una

duracién de 1 minuto. Los datos estan representados como media + SEM. * p < 0.05.
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V.- DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la microinyeccion de AVP en el
LSD de animales condicionados a AMPH, sobre la conducta tipo adictiva, la actividad
neuronal y los niveles de neurotransmisores en el Acb. En este sentido, la relacion
neuroanatomica del LS, el cual expresa una alta densidad de receptores Via, y el Acb, podria
ser clave en la modulacién de este circuito, generando una disminucion en el
condicionamiento a AMPH. Como esperabamos, nuestros resultados mostraron que la
microinyeccion de AVP en el LSD disminuyé el condicionamiento a AMPH vy la actividad
neuronal en el AcbC y el AcbSh. Ademas, la microinyeccion de AVP en el LSD luego del
condicionamiento a AMPH, produjo una disminucion de los niveles extracelulares de DA en
Acb. Estudios han demostrado que la administracion sistémica de AMPH, produce la
activacion de la porcion caudal del LS del cual se proyectan neuronas GABAérgicas hacia el
VTA, indicando que éste nucleo podria estar envuelto en los procesos de adiccion a AMPH
(Colussi-Mas et al., 2007).

Nuestros resultados muestran que los animales tratados con AMPH generan la
conducta de CPP a la droga, pero interesantemente, la microinyeccion intra-LSD de AVP
disminuye el condicionamiento a AMPH. En esta linea, estudios han demostrado que la
administracion intracerebroventricular de AVP disminuye la auto-administracion de cocaina
(Vry et al., 1988) y la administracion s.c disminuye el desarrollo de la sensibilizacion
conductual inducida por cocaina (Sarnyai et al., 1991).

Ademas, se ha demostrado la existencia de una alta densidad del receptor Via en el LS
(Tribollet et al., 1988; Ostrowski et al., 1992), indicando incluso que la activacion de éste
receptor excita un 40% de las neuronas de éste nucleo (Raggenbass et al., 2008). La AVP
genera un incremento del tono GABAérgico en el LS, que podria estar inhibiendo a las
neuronas de proyeccion (Raggenbass et al., 2008) que van desde el LSD (porcion caudal)
hacia el VTA (Luo et al., 2011), permitiendo que la circuiteria local del VTA libere mas
GABA vy que en consecuencia disminuya el dispar6 de las neuronas dopaminérgicas de
proyeccion que van hacia el Acb. Resultados previos de nuestro laboratorio, mostraron que la
perfusion intra-septal por microdiélisis reversa de AVP produce un aumento de la liberacién
de GABA en el LS y una concomitante disminucién de los niveles extracelulares de DA en el

VTA (Tobar, 2018), lo que concuerda con nuestra hipotesis.
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Es importante sefialar que la AVP puede interactuar con los receptores de oxitocina,
presentes en el LS (Flannelly et al., 1986; Fleischer y Slotnick, 1978; Olazabal y Young,
2006). Estudios en hamsters Syrian han demostrado que la administracion
intracerebroventricular de oxitocina o AVP, mejora el reconocimiento social por medio de la
uniéon de estos nonapéptidos al receptor de oxitocina y no al Via (Song et al., 2016).
Considerando esto, utilizamos un antagonista selectivo del receptor V1, para determinar si la
AVP estaba actuando mediante éste receptor. La microinyeccion intra-LSD de un antagonista
selectivo del receptor Via, junto con la AVP, nos permitié determinar que la accion de la
AVP en el LS es mediada por el receptor Via, ya que observamos que los animales
recuperaron la conducta de CPP a AMPH. Por lo tanto, los receptores de oxitocina no estarian
implicados en la respuesta de la AVP sobre la activacion de las neuronas GABAérgicas del
LS. Estos hallazgos nos permiten decir que la activacion de la circuiteria local intra-LSD, es
mediada por el receptor V14, Y podria ser clave en la modulacion de la conducta tipo adictiva.

Por otro lado, los resultados conductuales no muestran una alteracion en la actividad
locomotora, tanto en el pre-test como en el test, permitiendo descartar que una hiper o
hipolocomocién hayan alterado los resultados del condicionamiento a AMPH. Liebsch y
colaboradores (1996), demostraron que la microinyeccion de AVP en el area septal, modula
los comportamientos tipo ansiosos, pero sin alterar la actividad locomotora en los animales, lo
que concuerda con nuestros resultados.

Es conocido que la cocaina y la AMPH inducen de manera rapida y transitoria genes
de expresion temprana, dentro de los cuales podemos encontrar c-fos, proporcionando
informacion directa de que las drogas de abuso pueden influenciar profundamente la
expresion de genes. En algunos casos, la transcripcion de c-fos puede ser detectada dentro de
los 5 minutos luego de la estimulacion, pero normalmente la expresion es apagada en el nivel
transcripcional luego de 1 hora. Sin embargo, el RNA mensajero (MRNA) de c-fos es
inestable, y la persistencia del mMRNA es de un maximo de 2 horas (Greenberg y Ziff, 1984;
Miiller et al., 1984) Fos es el producto proteico del proto-oncogen c-fos y se expresa en
respuesta a elevaciones inducidas por hormonas y neurotransmisores que inducen niveles
intracelulares de calcio y cAMP (Morgan y Curran, 1991). La sintesis de Fos consigue un
maximo de expresion aproximadamente 2 horas luego de realizado el estimulo (Miller et al.,
1 984; Curran et al., 1 984).
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En este sentido, los resultados del condicionamiento a AMPH se relacionan
directamente con los resultados obtenidos en la expresion de Fos en el Acb. Luego de 2 horas
de realizado el estimulo, la inmunorreactividad de Fos, permitié medir la actividad neuronal
(Curran et al., 1 984; Greenberg y Ziff, 1984; Miiller et al., 1984; Nestler, 2012). El analisis
de las zonas del AcbC y el AcbSh muestran una clara disminucion en la actividad neuronal,
en los animales microinyectados con AVP. Diversos estudios han demostrado que la
inyeccion i.p de AMPH, genera un aumento de la inmunorreactividad de Fos en el Acb
(Nestler, 2001; Renthal et al., 2008; Robison y Nestler, 2011). Ademas, se ha demostrado que
el contexto al que fue asociado la droga, también produce el aumento de la actividad neuronal
en el Acb (Brown et al., 1992; Neisewander et al., 2000; Ciccocioppo et al., 2001; Miller y
Marshall, 2005; Rademacher et al., 2006).

El anélisis detallado del gradiente rostro-caudal de la inmunorreactividad Fos en AcbC
y AcbSh mostro, en el plano 1 y en el plano 3, una clara disminucién de la actividad neuronal
en estas zonas, en los animales microinyectados con AVP respecto a los animales
microinyectados con vehiculo y con Ant V34 + AVP. Sin embargo, en el plano 2 no se
observaron diferencias en la inmunorrectividad de Fos entre los distintos grupos de animales.
Esto podria estar vinculado, posiblemente, a la relacion neuroanatdmica que tiene el LS con la
zona rostral del Acb (plano 1), y la relacion que tiene el VTA con la zona caudal del Acb
(plano 3) (Powell y Leman, 1976). Considerando que las proyecciones del LS al Acb son
posiblemente hacia la zona rostral de este nlcleo y que las proyecciones dopaminérgicas
desde el VTA son méas abundantes hacia la zona caudal del Acb (Hokfelt et al., 1980;
Phillipson et al., 1985; Meidahl et al., 2016), es posible que la zona central del Acb no se vea
influenciado por la accion de la AVP en el LS, ni por la disminucion de la actividad de las
neuronas dopaminérgicas de proyeccion provenientes del VTA.

En cuanto a los experimentos de microdialisis, estos se realizaron bajo el contexto del
condicionamiento a AMPH. La disminucion de los niveles extracelulares de DA en el Acb,
luego de la microinyeccion intra-LSD de AVP, se correlacionan con los resultados obtenidos
en las pruebas conductuales y la actividad neuronal en el Acb. En este sentido, probablemente
la microinyeccion de AVP intra-LSD, estaria actuando mediante las proyecciones
GABAérgicas que se dirigen hacia el VTA, y la disminucion significativa de los niveles
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extracelulares de DA en el Acb corresponda a una disminucién de la actividad dopaminérgica
en el VTA como se observd en experimentos previos del laboratorio (Tobar, 2018).

Hemos observado que la AVP estd actuando sobre los receptores Via del LS. Sin
embargo, la localizacion exacta en las neuronas del LS de estos receptores es desconocida,
pudiendo estar presentes tanto en las interneuronas y/o neuronas de proyeccion del LS. Sin
embargo, nuestros resultados nos permiten una ventana especulativa sobre su ubicacion. Los
receptores Via, podrian estar ampliamente expresado en los terminales axonicos de las
interneuronas de la circuiteria local del LSD. En este sentido, si el receptor Via estuviese
expresado en las interneuronas del LSD, es muy probable que la activacion del receptor Via
estuviese aumentando el tono GABAEérgico de éste nucleo disminuyendo el tono GABAérgico
de las neuronas de proyeccion hacia el VTA. Estas neuronas de proyeccion sinaptan con las
interneuronas GABAEérgicas del VTA (Luo et al., 2011), las cuales modulan la actividad de
las neuronas dopaminérgicas que proyectan hacia el Acb (Phillipson y Griffiths, 1985; Le
Moal y Simon, 1991). Por lo tanto, el aumento de la liberacion de GABA por las
interneuronas del VTA, estaria disminuyendo la probabilidad de disparo de las neuronas de
proyeccion dopaminérgicas hacia el Acb.

Por otro lado, la hipotesis planteada se cumple parcialmente. Considerando que
variados trabajos sobre el LS han demostrado la existencia de neuronas GABAérgicas que
proyectan directamente hacia el Acb (Jonsson et al., 2015), esperabamos que los niveles
extracelulares de GABA en el Acb aumentaran luego de la microinyeccion de AVP en el
LSD. Sin embargo, no observamos este aumento, 1o que apoya nuestra especulacion anterior
con respecto a la via LS-VTA-Ach. Esto también apoya la idea de que el receptor Via se
encuentra localizado en las interneuronas del LSD, como se explico anteriormente.

Por lo tanto, es muy probable que la zona escogida para la microinyeccion de AVP en
el LSD caudal, presente una relacion neuroanatdmica mas potente con nucleos como el VTA
y en menor grado con el Acb (Powell y Leman, 1976; Luo et al., 2011). Es importante sefialar
que la falta de evidencia concreta relacionada con las vias de salida que se proyectan desde el
LS hacia el Acb, no nos permite tener claro si el area de microinyeccién escogida en el LSD
proyecta hacia el Acb, ya que la zona de microinyeccion en LS caudo-dorsal fue escogida en
base al estudio que demuestra que esa zona del LS proyecta hacia las interneuronas del VTA
(Luo et al., 2011).

46



Para estudiar si la AVP en el LS podria activar las neuronas de proyeccion hacia el
Ach, seria muy interesante posicionar la canula guia de microinyeccion, por ejemplo, en una
zona maés rostral y observar si existe un aumento en la concentracion extracelular de GABA
en el Acb o en su defecto, posicionar la sonda de microdialisis en la region rostral del Acb.

Finalmente, observamos que la AVP intra-LSD disminuye la conducta de CPP a
AMPH disminuyendo la liberacién de DA vy la consecuente actividad neuronal en el Acb,
probablemente por la via LS-VTA-Acb. Estos resultados podrian estar dando luces de como
la AVP en el LS podria estar modulando el circuito de la recompensa, y en consecuencia las
conductas tipos adictivas. En éste sentido, la AVP podria perfilarse como un posible
tratamiento experimental en conductas tipo adictivas. Sin embargo, es importante seguir
investigando, debido a que se abren nuevas preguntas referentes a donde actia la AVP:
¢Actuard por medio de las interneuronas o por medio de las neuronas GABAGérgicas de
proyeccion? o ¢estard influenciando la actividad de ambos tipos neuronales? Ademas, es
conocido que los receptores Vi no solo se expresan en el LS por lo que la activacion de otros
nacleos relacionados con el circuito de la recompensa, como por ejemplo el hipocampo,

podrian producir resultados distintos.
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5.1 Mecanismo propuesto

Dopaminérgica —< GABAérgica Receptor V,,

Esquema 8. Mecanismo propuesto. EI mecanismo que proponemos por el cual esta disminuyendo el
condicionamiento a AMPH, la actividad neuronal y la concentracion extracelular de DA en el Acb, luego de una
microinyeccion intra-LSD de AVP es el siguiente: la AVP se une a los receptores V4 que podrian estar ubicados
en los axones de las interneuronas GABAGérgicas del LS, que sinaptan con las neuronas GABAérgicas de
proyeccion en el LSD (Swanson y Cowan, 1979), generado un aumento de GABA en ésta zona (11). Luego el
aumento temporal de GABA inhibe a las neuronas de proyeccion que van hacia el VTA provocando una
disminucion en la liberacion de GABA (’Hf ). Estas neuronas sinaptan con las interneuronas GABAérgicas del
VTA, que, al disminuir su actividad, provocan una desinhibicion de éstas neuronas o un aumento del tono
GABAérgico de las interneuronas del VTA (amarillas gruesas), generando la consecuente inhibicién de las

neuronas dopaminérgicas de proyeccion.
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VI.- CONCLUSION
La microinyeccion de AVP en el LS disminuye el condicionamiento a AMPH, la
actividad neuronal y los niveles de DA extracelular en Acb demostrando que la AVP en el

LSD es un potente modulador del circuito de la recompensa.
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VIl.- PROYECCION

Las proyecciones de nuestra investigacion, podrian ser referentes a la localizacion del
receptor Via, ya que se desconoce la ubicacion de éste. Proponemos un experimento
electrofisiolégico de campo, con un protocolo de pulso pareados, en las neuronas
GABAEérgicas de la zona del LSD, con el cual podriamos determinar si el estimulo asociado a
la AVP, se encuentra en el elemento pre sindptico o post sinéptico. Otro experimento podria
ser un marcaje con un marcador retrogrado combinado con la IHQ del receptor Via, con los
que podria observar si el receptor se encuentra en las neuronas de proyeccion.

Por ultimo, nos gustaria realizar un tratamiento sistémico en un modelo de adicciones
en animales de experimentacion, por medio de una administracion intra nasal, que permita la
incorporacion de éste nonapéptido al sistema nervioso central de una forma poco invasiva y
estudiar si también provoca una disminucién de la conducta adictiva. Esto permitiria generar

una alternativa a los actuales tratamientos experimentales contra la adiccion.
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Figura suplementaria 1. Gréafico de condicionamiento a AMPH correspondiente a los animales que fueron
sometidos a microdidlisis. La barra blanca grafica el tiempo de permanencia en el lado blanco (TPLB) en
segundos, el dia del pre-test, mientras que la barra negra grafica el TPLB el dia del test. Los datos estan
representados como media £ SEM. * p < 0.05.
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