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RESUMEN

La toma de decisiones y atencion auditiva son funciones cognitivas complejas que
permiten a los individuos responder de manera eficaz a las demandas ambientales. Estas
funciones son reguladas por la corteza prelimbica (PL), quien modula ademas las respuestas al
estrés. En este sentido, la PL activa al sistema limbico para generar las respuestas al estrés, y por
otro lado, el sistema endocanabinoides (SeCB) de la PL aumenta la actividad de las neuronas de
proyeccion, suprimiendo la actividad del eje HPA y terminando la repuesta al estrés. En
condiciones de estrés cronico, se produce atrofia dendritica en las neuronas piramidales de la PL y
ademds aumenta la liberacion de eCBs, deteriorando la toma de decisiones y atencion auditiva en
ratas. En ese contexto, el objetivo de esta tesis fue estudiar el rol de CB; en las funciones

cognitivas antes mencionadas, en ratas estresadas cronicamente durante la adolescencia.

Se trabajo con ratas Sprague-Dawley, las cuales se dividieron en los grupos
experimentales control y estrés. Estas recibieron un tratamiento de inyeccion intraperitoneal con
AM251 o vehiculo, durante una semana. Después de media hora de la administracion del
farmaco, los animales fueron estresados durante 3 horas diarias mediante un protocolo de estrés

por restriccion de movimiento.

La toma de decisiones y la atencion, fueron cuantificadas en el paradigma conductual
“Tarea de Eleccion de Dos Alternativas” (TEDA), en donde animales estresados, tuvieron menor
rendimiento que animales control. Este deterioro en las funciones, fue revertido con la

administracion de AM251, a diferencia de los animales tratados con vehiculo.

El desarrollo de esta tesis pretende contribuir a una mejor comprension del
funcionamiento del SeCB en la adolescencia, en relacion con el estrés y aportar conocimientos

relevantes para trastornos vinculados con esta area en humanos, como lo es el déficit atencional.



SUMMARY

Decision-making and auditory attention are complex cognitive functions that allow to the
mammals to respond appropriately to environmental demands. Those functions are regulated by
prelimbic cortex (PL), which in addition modulate the responses to stress. In this way, the PL
activates to the limbic system to activate the responses to stress, and on the other hand, the
endocannabinoid systems (SeCB) increase the projections neurons PL activity ending the stress
responses. In chronically stressed rats, dendritic atrophy occurs in PL pyramidal neurons and the
SeCB activity increases, which in turn impairs decision-making and auditory attention. The aim
of this thesis was determine the role of a type 1 endocannabinoid receptor (CB;) on these complex

cognitive functions, in chronically stressed rats, during adolescence.

, ¥ por otro lado, el sistema endocanabinoides (SeCB) de la PL aumenta la actividad de las

neuronas de proyeccion, suprimiendo la actividad del eje HPA y terminando la repuesta al estrés

Male Sprague-Dawley rats were divided into the two experimental groups control and
stress. They were treated with AM251 or vehicle by intraperitoneal injections, for one week. After
half an hour of the administration of the drug or vehicle, the animals were restraint stressed for

three hours daily.

Decision-making and auditory attention were quantified in the behavioral paradigm “Two
Alternative Choice Task (2-ACT), where the stressed animals had lower performance than
controls animals. Stress-induced cognitive functions impairments were counteracted by AM251

treatment compared with vehicle-treated animals.

This contributes to understand the relationship between SeCB and the stress during
adolescence and provide relevant knowledge to understand the neurobiology of stress-related

disorders such as attention deficit.



I. INTRODUCCION

1. La Corteza Prelimbica

Los seres vivos deben ser capaces de responder adecuadamente a los continuos cambios
ambientales. Para ello, cuentan con la capacidad de adaptacion, que les permite reaccionar frente a
estimulos y desarrollar comportamientos complejos a través de la denominada funcién ejecutiva. Esta
capacidad incluye un grupo de habilidades cognitivas superiores como la toma de decisiones y la
atencion (Baddeley, 1998; Stuss & Alexander, 2000) y residen principalmente en la corteza prefrontal
(CPF) como ha sido demostrado a través de estudios de lesiones en humanos y otros animales (Bechara

& Van Der Linden, 2005).

Se ha demostrado que pacientes con lesiones de la CPF ventromedial presentan un significativo
dafio en la habilidad de tomar decisiones cotidianas exitosas (Bechara et al., 2000; Damasio, 1994); asi
también esta area es fundamental en tareas de atencidon, en donde pacientes con lesion en la CPF
revelaron bajo estado de alerta, descuido y distraccion (Fuster, 1997). Esto se puede evidenciar en el
Trastorno de Déficit Atencional / Hiperactividad (TDAH), caracterizado por el DSM-V (Diagnostic &
Statistical Manual of Mental Disorders, 2013) como un patron persistente de inatencion y/o
hiperactividad/impulsividad que interfiere con el funcionamiento normal del individuo. En ese sentido,
numerosos estudios de imagen han reportado una significativa reduccion de volumen de la CPF, en
pacientes con TDAH (Castellanos et al., 1996; Cassey et al., 1997; Filipek et al., 1997; Pueyo et al.,
2000; Mostofsky et al., 2002).

La CPF, en base a datos estructurales y funcionales en roedores, se puede dividir en dos
subregiones, la corteza orbitofrontal (COF) y la corteza prefrontal medial (CPFm) (Groenewegen &
Uylings, 2000). Esta ultima incluye la corteza cingulada anterior (CA), la prelimbica (PL) e
infralimbica (IL) (Vertes, 2004). Especificamente, lesiones en la region PL en roedores producen
déficit pronunciado en el tiempo de respuesta a tareas de toma de decisiones (Seamans et al., 1995;
Delatour & Gisquet-Verrier, 1996, 2000). Lo mismo ocurre con la atencidon auditiva, como fue
demostrado en estudios de lesiones en la region PL de ratas que ven deteriorado su rendimiento en

tareas que requieren cambios atencionales (Birrel & Brown, 2000).



2. Toma de Decisiones y Atencion Auditiva

La toma de decisiones es una funciéon cognitiva compleja, para la que se requiere evaluar
multiples opciones de respuesta, para luego seleccionar la que se considere optima. Cada opcion de
respuesta se puede caracterizar en términos de recompensa o castigo con los que esté asociada
(Evenden, 1999). La atencion, por su parte, permite a los individuos, seleccionar de una
sobreabundancia de estimulos, respuestas y recuerdos, ignorando otros que resulten irrelevantes (Raz,

2004).

Para llevar a cabo estas y otras funciones, la PL establece conexiones con el area IL y CA,
ademas del ntcleo accumbens, nucleo medio dorsal del tdlamo, amigdala basolateral y central y area
tegmental ventral (Vertes, 2004). Entre la PL y estructuras asociadas, existe coherencia entre
oscilaciones cerebrales de alta frecuencia en el rango beta (20-30 Hz) y gamma baja (30-80 Hz), las

cuales subyacen a las funciones cognitivas superiores asociadas (Donnelly, 2014).

3. Corteza Prelimbica y su relacion con el Estrés

El estrés es una reaccion bioldgica comun a todos los organismos vivos que les permite adaptarse
a las presiones ambientales o estresores y de esa forma, restablecer la homeostasis (Selye, 1936;
Goldstein & McEwen, 2002). La respuesta al estrés es mediada fuertemente por el sistema auténomo
simpato-adreno-medular (SAM) y por la activaciéon del eje neuroendocrino hipotalamo-hipofisis-
adrenal (HPA), cuando el organismo se enfrenta a estresores fisiologicos y/o psicologicos (Herman et

al., 2003; Sapolsky et al., 2000).

El sistema nervioso autdbnomo provee la mas inmediata respuesta frente a estresores, a través de
la activacion del sistema nervioso simpatico que produce la respuesta de “lucha o escape”, que incluye
activacion de células cromafines en la médula adrenal. Estas células liberan catecolaminas y
neuropéptidos a la circulacién sistémica, que junto con los glucocorticoides del sistema
neuroendocrino, desarrollardn acciones complementarias en el organismo, incluyendo movilizacion de

energia y mantencion de la presion sanguinea (Ulrich-Lay et al., 2006; Ulrich-Lay & Herman, 2009).

La respuesta neuroendocrina es iniciada por un grupo de células en el nucleo paraventricular
(NPV) del hipotalamo que secreta el factor liberador de corticotropina (CRF) y arginina vasopresina
(AVP), los cuales estimulan la liberacion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) desde la hipofisis
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anterior. A continuacion, la ACTH lleva a la liberacion de glucocorticoides (corticosterona: CORT, en
roedores y cortisol en humanos) en la glandula adrenal, los cuales cuentan con receptores en el cerebro
y tejidos periféricos (Herman et al., 1996, 2003; Smith & Vale, 2006; Klein & Romeo, 2013) para
llevar a cabo su accidon. A corto plazo, la liberacion de glucocorticoides permite al organismo hacer
frente a las demandas energéticas impuestas por eventos estresantes y en parte, contribuye con la

habilidad del organismo de restablecer la homeostasis (McEwen, 2007).

El funcionamiento del eje HPA es controlado por mecanismos de retroalimentacion negativa,
actuando principalmente a través de receptores de glucocorticoides situados en la hipodfisis anterior,
NPV vy otras regiones extra-hipotalamicas, que actiian reduciendo la sintesis de CRF, AVP y ACTH,

disminuyendo asi la secrecion de glucocorticoides (Herman et al., 2003).

El estrés puede ser positivo (euestrés) cuando el estresor es leve, breve y controlable, pero si los
estresores persisten pueden llevar a diestrés o estrés cronico (Tafet & Bernardini, 2003). En este ultimo
caso, ocurre un incremento significativo de la actividad del eje HPA y de los niveles de CORT
plasmaticos comparados con animales control, llevando a una respuesta maladaptativa y afectando el
funcionamiento cerebral (Tafet & Bernardini, 2003; Ferraz et al., 2011). Asi, la regulacion del eje HPA

resulta fundamental para mantener el 6ptimo funcionamiento del organismo (Gorzalka et al., 2008).

La CPFm cuenta con un perfil de conectividad que le permite regular la respuesta al estrés
(Holmes & Wellman, 2009). En ese sentido, Radley y su equipo (2009) determinaron que la regulacion
de la actividad del NPV, proviene especificamente de la corteza PL. Esta ejerce una influencia
predominantemente inhibitoria sobre el eje HPA, a través de una region discreta de la amigdala
extendida (BNST), que luego se conecta con el NPV; es decir la corteza PL modula indirectamente la

activacion del eje HPA, inhibiéndolo (Ver Anexo, Figura 1, Panel superior).

Sin embargo, en condiciones de estrés cronico, las funciones intrinsecas de la corteza PL, asi
como su rol inhibitorio sobre el eje HPA, sufren alteraciones. Estudios en ratas Sprague-Dawley,
demostraron que el estrés por restriccion de 21 dias, produce cambios pronunciados en la morfologia
dendritica de las neuronas piramidales de la capa II y III de la CPFm, tanto en niimero como en
longitud de ramas dendriticas apicales (Cook & Wellman, 2004). Este efecto fue demostrado de forma
especifica en la corteza PL de ratas (Izquierdo et al., 2006; Radley et al., 2004), comprobando mas
tarde que la pérdida de espinas dendriticas ocurre especificamente en las neuronas de la corteza PL que

proyectan al eje HPA a través del relevo inhibitorio en el BNST (Radley et al., 2013). Como las
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dendritas son el principal sitio de conectividad sindptica, cambios en su morfologia inducidos por

estrés, podrian resultar en importantes alteraciones funcionales de la CPFm (Cook & Wellman, 2004).

En este sentido, Pérez et al., (2013), demostraron que el estrés por restriccion durante 21 dias,
dana la toma de decisiones en ratas en el paradigma conductual Tarea de Eleccion de Dos Alternativas
(TEDA), lo que se refleja en que los animales gastan mds tiempo en cada ensayo para lograr una
respuesta correcta y el intervalo entre ensayos es significativamente mayor en ratas estresadas con
respecto a las controles. Ademads, los animales estresados disminuyeron en un 18,8% sus respuestas
correctas, en comparacion con las controles, demostrando que el estrés también deteriora la atencion

auditiva.

4. Relacion de la Corteza Prelimbica con el Sistema de Endocanabinoides.

El sistema endocanabinoides (SeCB) es un sistema de sefializacion retrograda, lo que implica que
la activacion de sus receptores, expresados presindpticamente, influyen en la liberacion del
neurotransmisor en la neurona presinaptica (Herkenham et al., 1991; Dow-Edwards & Lindsay, 2016).
El SeCB esta conformado por moléculas de naturaleza lipidica, siendo el 2-araquidonilglicerol (2-AG)
y la N-araquidoniletanolamida (anandamida o AEA), los dos principales ligandos enddgenos. La
sintesis de 2-AG y AEA, ocurre por activacion de la neurona postsindptica, luego de lo cual son
liberados por accién enzimadtica, sin ser almacenados en vesiculas; una vez que llevan a cabo su accion
en los receptores presindpticos, los ligandos son metabolizados por las enzimas monoacilglicerol
lipasa y amida hidrolasa de 4cidos grasos, respectivamente (Piomelli, 2003; Rodriguez de Fonseca et

al., 2005).

A pesar de que el 2-AG y la AEA son sintetizados y liberados por activaciéon enzimatica,
evidencia reciente sugiere que la AEA es sintetizada de forma constitutiva y liberada tonicamente (D1,
Popescu & Tasker, 2013; Kim & Alger, 2010) mientras que la sintesis de 2-AG es estimulada de forma
fasica por actividad eléctrica o mecanismos dependientes de receptores esteroidales (Di et al., 2013;
Hashimotodani et al., 2013; Kim & Alger, 2010), asociados generalmente a un incremento de calcio

intracelular (Howlett et al., 2002) (Ver Anexos, Figura 1, Panel inferior).

Con respecto a la regulacion del eje HPA, el SeCB se encuentra ampliamente distribuido a través

de la circuiteria corticolimbica e hipotaldmica (Hill & McEwen, 2010; Gorzalka et al., 2008),
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expresandose tanto en sinapsis excitatorias como inhibitorias, y en general, su efecto predominante

contribuye a la disminucion de la actividad del eje HPA (Hill et al., 2010).

Asi, se ha descrito la existencia de un tono de anandamida en la BLA, que en condiciones
basales disminuye la excitacion de las neuronas principales de la BLA, mantenido inhibida la actividad
del eje HPA. Sin embargo, luego de la exposicion a estrés, el contenido de anandamida en la BLA
disminuye rapidamente, desinhibiendo a la BLA y resultando en la activacion de las células

neurosecretoras de CRF en el NPV del hipotdlamo, lo cual activa el eje HPA (Hill & Tasker, 2012).

En consecuencia, la concentracion de CORT se eleva rapidamente y penetra en el cerebro,
uniéndose a receptores de membrana en el NPV, y posiblemente en la amigdala, induciendo la sintesis
de eCB. Dentro del NPV, el incremento en la sefializacion de eCB, reprime la transmision sindptica
excitatoria sobre las neuronas CRF y actua para mediar la inhibicion rapida del eje HPA. Dentro de la
amigdala, este incremento en la sefializacion de eCB contribuye a la disminucion de la transmision
excitatoria sobre las neuronas principales de la BLA, disminuyendo la influencia que este nucleo posee

sobre el eje HPA (Hill & Tasker, 2012).

En la CPFm también ha sido demostrado un claro rol de la sefalizacion del SeCB en los
mecanismos de retroalimentacion negativa que inhiben el eje HPA (Hill et al., 2011). Estudios
realizados en roedores, han mostrado que CB; se expresa tanto en sinapsis excitatorias como
inhibitorias de la PL (Auclair et al., 2000; Fortin & Levine, 2007; Lafourcade et al., 2007; Chiu et al.,
2010). En neuronas GABA¢érgicas se ha descrito sustancial co-expresion de receptores CB; y
calbindina (CALB), asi también co-expresion de CB; con interneuronas positivas para colecistoquinina
(CCK") en la CPFm (Bodor et al., 2005; De Felipe, 1997; Eggan et al., 2008). Las interneuronas
positivas para CALB se relacionan principalmente con inhibicion dendritica, mientras que las positivas
para CCK, con inhibicion perisomatica de neuronas piramidales (Bodor et al., 2005; Galarreta et al.,

2004; Hill et al., 2007).

Asi, se ha descrito que el estrés por restriccion de movimiento durante 30 minutos en ratas,
incrementa el contenido de 2-AG de manera dependiente de glucocorticoides en la PL (Hill et al.,
2011). Ademas, se ha demostrado que el bloqueo farmacolégico de CB,; dentro de la corteza PL,
prolonga significativamente la secrecion de CORT en ratas adultas, sugiriendo que la activacion de
CB,, mediada por 2-AG dentro de la PL, contribuye a la retroalimentacién negativa del eje HPA, luego

de un episodio de estrés (Hill et al., 2011). La habilidad del SeCB en la CPFm para contribuir a la
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terminacion de la respuesta al estrés, al parecer se debe a la modulacion de la excitabilidad local de
receptores de CB; de terminales GABAérgicos situados alrededor de neuronas piramidales. La
activacion de dichos receptores, disminuye la transmision inhibitoria sobre las neuronas piramidales,
incrementando sus eferencias excitatorias sobre el BNST, lo cual contribuye a la terminacion de la

respuesta al estrés a través de la inhibicion del NPV del hipotalamo (Hill et al., 2011).

En condiciones normales, el eje HPA se encuentra regulado por el sistema de eCB de la corteza
PL, sin embargo cuando el estrés es cronico, se producen diversas alteraciones. Por ejemplo, diez dias
de estrés por restriccion incrementan la densidad de sitios de union de CB; en la CPF (Lee & Hill,
2013). También se ha demostrado que 10 dias de restriccion de movimiento, por 30 minutos diarios,

produce un incremento sostenido de los niveles de 2-AG en la PL (Rademacher et al., 2008).
5. La CPF en la Adolescencia y el Estrés

La adolescencia comprende un periodo de transicion entre la nifiez y la adultez, caracterizada en
todos los mamiferos por una serie de cambios conductuales, hormonales y neurales (Spear, 2000, 2007;
Zhang & Rosenkranz 2012; Negrén et al., 2013). En roedores, el periodo de adolescencia transcurre
desde el dia postnatal (DPN) 28 al DPN 55 en donde el individuo ha alcanzado ya la maduracion
reproductiva (Spear, 2000; Ojeda et al., 2006; Lewis et al., 2002).

Recientes investigaciones reconocen a la adolescencia, como un periodo de elevada plasticidad
neural (Lee & Gorzalka, 2012), caracterizado por el desarrollo de procesos como poda sindptica,
mielinizacién de fibras nerviosas, eliminacion de conexiones innecesarias y reorganizacion de sistemas
de neurotransmisores (Guerry & Hastings, 2011). Todo aquello, convierte a la adolescencia en un

periodo critico de vulnerabilidad frente a presiones ambientales (Lee & Gorzalka, 2012).

Por otra parte, la extensiva maduracion del cerebro adolescente y especificamente de la CPF,
estdn intimamente asociados con la maduracion del SeCB. El desarrollo cortical, involucra la poda
sindptica la cual considera el normal funcionamiento del SeCB normal asi como lo hace la maduracién

de las redes corticales de oscilaciones (Romeo & McEwen, 2006; Uhlhass et al., 2009).

Asi, la adolescencia conlleva cambios sustanciales que incluyen la reactividad frente al estrés y
la maduracién del SeCB. En consecuencia, la exposicion a estrés durante esta etapa, puede tener
profundas consecuencias que finalmente determinen si el estresor lleva a una respuesta adaptativa o

maladaptativa (Romeo et al., 2000).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las evidencias mencionadas anteriormente sefalan que el estrés cronico produce alteraciones
morfoldgicas en la PL, una de las principales dreas que regulan las respuestas neuroendocrinas al
estrés. A esto se suma, un aumento de la actividad del SeCB en condiciones de estrés cronico, que
contribuiria a un deterioro en funciones cognitivas como toma de decisiones y atencion. Esto ha sido
estudiado en adultos, sin embargo existe en la actualidad poca informacion sobre las consecuencias del
estrés cronico en la adolescencia, una etapa particularmente sensible a los efectos del estrés. Con estos

antecedentes, surge la pregunta de investigacion que guia el desarrollo de esta tesis:

;Qué efecto tiene la administracion de AM251, un antagonista/agonista inverso de CBj, sobre
procesos cognitivos como la toma de decisiones y la atencion en ratas adolescentes estresadas

cronicamente?

1. Hipotesis

La administracion sistémica de AM251 contrarresta el deterioro que produce el estrés cronico
sobre la toma de decisiones y atencion auditiva de ratas adolescentes respecto a las tratadas con

vehiculo.

2. Objetivo general

Estudiar el rol de CB; en funciones cognitivas superiores de ratas adolescentes estresadas.

3. Objetivos especificos

3.1 Determinar el efecto de un antagonista de CB; sobre marcadores fisiologicos del estrés y

conductas tipo ansiosas, en ratas adolescentes.

3.2 Analizar el efecto de un antagonista de CB,, durante un protocolo de estrés, sobre la toma de

decisiones y atencion en ratas adolescentes,.
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III. METODOLOGIA

1. Bienestar animal

Tanto los experimentos como la manipulaciéon de los animales fueron realizados de acuerdo al
protocolo ético establecido por el “National Institutes of Health” (NIH) y aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso. Asi también, se respetaron los tres
principios propuestos por Russell y Burch (1959) para la experimentacion con animales, considerando

las alternativas de reemplazo, reduccién y refinamiento.

2. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas machos Sprague-Dawley pertenecientes al Laboratorio de Neurobiologia del
Estrés del Instituto de Fisiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso. El

laboratorio donde se llevo a cabo los experimentos se encuentra aislado de ruidos ambientales externos.

Se dio inicio a los experimentos en el DPN 22, con un peso aproximado de 50+10 (g). Estos
fueron mantenidos en cajas de acrilico transparente de 20 x 20 x 40 cm, agrupados de tres animales por
caja, con un ciclo circadiano de 12 hrs de luz y 12 hrs de oscuridad (luz encendida a las 08:00 AM), en
condiciones de temperatura y humedad controlada (20 = 1 °C, 55 %). Los animales tuvieron libre
acceso a agua y comida (LabDiet®, Prolab RMH 3000, MO, USA); siendo pesados diariamente con
una balanza digital (modelo WLC2/A1, Radwag, Polonia).

3. Disefio experimental

La linea temporal del desarrollo de experimentos, se observa a continuacion (Fig. 2).

x| 21 22|23|24|25|26|27|28|29|30|31|32|33|34|35|36|37|38|39 40 | 41 42|43|44|45|46|47|48 49 | 50 | s1
-‘:2: D ENTRENAMIENTO TEDA El| H | ESTRES Y TRATAMIENTOS | E2 |PC (EG
|:| Destete |:] Evaluacién 2: 50 Ensayos

[ ] Evaluacién 1: 50 Ensayos 7] Pruebas conductuales: Campo abierto y laberinto elevado en cruz

|:| Hidratacién |:| Extraccion Glandulas suprarrenales
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Figura 2: Distribucién temporal del disefio experimental. En gris se indican los dias postnatales, a partir del
destete (DPN 21), hasta la finalizaciéon de los experimentos (DPN 51), indicando los diferentes dias e intervalos
en que se desarrollaron los principales hitos en el transcurso de los experimentos.

Luego del nacimiento de las camadas, estas permanecieron juntas hasta el DPN 21 en donde
fueron separadas de la madre. A partir de aqui, se registrdé diariamente el peso de las ratas, hasta

finalizar los experimentos.

Aleatoriamente, los machos se distribuyeron para formar los grupos experimentales, que
comenzaron a ser entrenados en la Tarea de Eleccion de Dos Alternativas, TEDA, a partir del DPN 22
hasta el DPN 39. En el DPN 40 fue evaluado el rendimiento en la TEDA mediante la realizacion de una
prueba de 50 ensayos, incluyendo en el estudio solo a aquellos que logren un desempefio igual o

superior al 80% de respuestas correctas. El DPN 41 fue de descanso e hidratacion de los animales.

En el DPN 42, se dio inicio al tratamiento de los grupos experimentales, que consistio en la
inyeccion intraperitoneal de AM251 o solucion vehiculo. Este procedimiento fue realizado hasta el
DPN 48 (7 dias de tratamiento), media hora antes de iniciar el protocolo de estrés por restriccion de
movimiento. Tanto la inyecciones intraperitoneales como el protocolo de estrés, fueron implementados

por una persona distinta al experimentador.

En el DPN 49, los animales fueron evaluados nuevamente en la prueba de 50 ensayos. En el DPN
50, a partir de las 10:00 AM los animales se sometieron al andlisis de actividad locomotora y ansiedad,
utilizando el Paradigma de Campo Abierto y Plataforma Elevada en Cruz. Los experimentos

culminaron con la extraccion de las glandulas suprarrenales el DPN 51.

4. Tarea de Eleccion de Dos Alternativas: TEDA

Corresponde a un paradigma que se utiliza para evaluar la atencién auditiva y la toma de
decisiones en roedores. Consiste en una camara de condicionamiento operante de 67 x 67 x 67 cm
(Panlab S.L., Barcelona, Spain) con 3 parlantes ubicados frente a 3 puertos que se encuentran
conectados a un dispensador de agua (Anexo, Figura 3). Esta cdmara se encuentra al interior de una
caja de entrenamiento aislada aclsticamente, con una iluminacion de 200 Lux (medida con un
luxémetro digital, modelo #LX-1010B, Weafo Instrument Co., Shanghai, China) y ruido ambiental de
30 dB (medido con un sondémetro, modelo #1100, Quest Technologies, Oconomowoc, WI, USA).
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Durante la realizacion de este paradigma, las ratas son privadas de agua durante 14 hrs a partir de las

19:00 hrs aproximadamente, ya que el agua se utiliza como recompensa en la tarea.

Este paradigma conductual consta de 3 etapas y en cada una de ellas, se puede realizar el estudio
independiente del aprendizaje, consolidacion de memoria y atencion auditiva. La primera etapa del
paradigma, se realiza durante la primera semana de entrenamiento y consiste en habituacion de las ratas
al traslado y al lugar de entrenamiento; luego se les presenta un tono de 1 kHz y otro de 15 kHz de

forma alternada, cada uno a 70 dB, para habituarlas a los tonos de la tarea.

En la segunda etapa, comienza la privacion de agua. De esta manera, se motiva el inicio de la
prueba y se les entrega agua en el puerto central para que las ratas se habituen al sonido que se produce
al caer la gota de agua desde el dispensador. Luego, las ratas son expuestas a los dos tonos de forma
manual, otorgandoles gotas de agua en el puerto derecho para el tono de 1 kHz y en el puerto izquierdo
para el tono de 15 kHz (Anexo, Figura 4). En esta etapa, la rata aprende que la prueba comienza cuando
introduce su hocico en el puerto central de la caja de condicionamiento, lo que permite que el sistema,
controlado por el programa Packwin 2.0 (Panlab S.U.L, Barcelona, Espafia), regule la emision al azar

de un tono (1 6 15 kHz) que durara 350 milisegundos.

Posteriormente, se aplican los Programas 1 y 2 del software Pacwin 2.0., que consisten en generar
el tono de 15 kHz o de 1 kHz por separado, con la caida de agua en el puerto correspondiente. La rata
tiene 10 segundos luego de la emision del tono, para introducir el hocico en el puerto correcto. Una vez
que la rata introduce su hocico en el puerto central y comienza el entrenamiento, se considera que
aprendio el paradigma. Al final de esta semana, ocurre la consolidacion de la memoria relacionada con
la tarea. Finalmente, se entrenan las ratas seleccionadas para mejorar su atencion auditiva. El ultimo dia
se selecciona las ratas que obtengan un rendimiento sobre el 80% de respuestas correctas en una prueba
de 50 ensayos, con un intervalo de respuesta de 5 segundos; su desempefio en la prueba es grabado con
una camara web gran angular (Genius® Webcam Wide F100 FHD) que se encuentra instalada al interior
de la caja de entrenamiento y que esta sincronizada con el programa AnyMaze (Stoelting Co., Illinois,

USA).

Para cuantificar la atencion auditiva, se considera la diferencia de respuestas correctas (RC) de la
primera y segunda evaluacion de los 50 ensayos, donde un niimero positivo indica mejor atencidén
auditiva. Para cuantificar la toma de decisiones se considera el tiempo entre ensayos (TEE), que es el

tiempo total que demora la rata entre un ensayo y otro (considerando desde el ensayo 1 al 50); se
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considera la diferencia entre la primera y la segunda evaluacién. En este caso, un nimero negativo

indica un mejor rendimiento en la toma de decisiones.

5. Farmacos a administrar

Los tratamientos se administraron de forma crénica y sistémica, a través de inyecciones
intraperitoneales de solucion vehiculo 6 AM251 en una dosis de 0,3 mg/Kg de peso del animal y en un
volumen final constante durante los siete dias de tratamiento de 800 uL. La inyeccién del farmaco o

vehiculo, fue aplicada entre los DPN 42 y 48, a las 09:30 AM, previo al inicio del protocolo de estrés.

El antagonista/agonista inverso de CB;, AM251 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI,
USA) es de naturaleza lipofilica, razén por la cual, se disuelve en etanol al 1% y solucién salina (0.9%

NaCl). Por consiguiente, el vehiculo utilizado fue etanol al 1% en solucién salina.

La dosis de AM251 fue la misma utilizada previamente en nuestro laboratorio (Gérate, 2013) que
demostr6 ser efectiva para contrarrestar los efectos del estrés cronico en el aprendizaje y memoria,

dependientes de hipocampo.

6. Protocolo de estrés

Se utilizé un protocolo de estrés por restriccion de movimiento, durante una semana por tres
horas diarias, a partir de las 10:00 AM (Negron et al., 2013). Para ello, las ratas fueron introducidas en
tubos de acrilico (6 x 20 cm), que presentan agujeros para una adecuada ventilacion de los animales.

Este procedimiento fue realizado por una persona diferente al experimentador, entre los DPN 42 y 48.

7. Marcadores fisiologicos del estrés

7.1 Ganancia de peso

El peso de los animales fue registrado a partir del destete, el DPN 21 hasta el DPN 50,
utilizando una balanza digital (modelo WLC2/A1, Radwag, Polonia). Para efectos de analisis de

ganancia de peso, se consideraron los dias de tratamiento (DPN 42 al 48).
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7.2 Peso glandulas suprarrenales

El peso de las glandulas adrenales fue cuantificado el Gltimo dia del experimento. Para ello,
el animal fue anestesiado completamente utilizando Isoflurano y se realizd posteriormente una
incision en la zona toracica que permitid la extraccion de las glandulas suprarrenales.
Posteriormente, se retird el exceso de tejido adiposo y se procedid a registrar el peso de las
glandulas. Finalmente, se calculd una proporcion de las gldndulas con respecto al peso del animal

registrado el DPN 50, de la siguiente forma:

[(Peso Glandulas Suprarrenales en mg/2) *100 / (Peso corporal en g)]

8. Actividad locomotora y conductas tipo ansiosas

8.1 Prueba de campo abierto

Se realiza con el proposito de evaluar los efectos del estrés y/o de la inyeccion
intraperitoneal, sobre la actividad locomotora y conductas tipo ansiosas de los animales. Este
paradigma conductual se desarrolla en una caja de acrilico negra (70 x 70 x 40 cm), en donde el
animal se posiciona en el centro, permitiendo su exploracion durante 5 minutos. El rendimiento
del animal durante esta prueba se registré utilizado una camara gran angular (Genius®” Webcam
Wide F100 FHD) y se analiz6 posteriormente con el software AnyMaze (Stoelting Co., Illinois,
USA).

Durante todos los registros, la caja de este paradigma fue iluminada en el centro con 300 +
20 Iux (medidos con un luxémetro digital, modelo #L.X-1010B, Weafo Instrument Co., Shanghai,
China), siendo limpiada con una soluciéon de etanol al 5% entre cada animal. El dia previo a la
realizacion de esta prueba se realizd un periodo de habituacion de 15 minutos, para esto, los

animales fueron trasladados hasta la sala de la prueba en sus respectivas jaulas.

Se determino la distancia total recorrida (m), la velocidad promedio (m/s) y velocidad

maxima (m/s) para cuantificar la actividad locomotora de las ratas; mientras que la distancia (m) y
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el tiempo (s) de permanencia en el centro y en la periferia, fueron utilizados para evaluar las

conductas tipo ansiosas de los animales.

8.2 Laberinto Elevado en Cruz

Este paradigma consta de una estructura con dos brazos abiertos (60 cm largo x 15 cm
ancho), dos brazos cerrados (60 cm largo x 15 cm ancho x 15 cm alto) y una plataforma central
(15 x 15 cm), situados a 100 cm sobre el suelo. La iluminacién fue de 300 £ 10 lux en los brazos
abiertos y 210 + 10 lux en los brazos cerrados. El dia previo al desarrollo de esta prueba, los

animales fueron habituados al contexto de la sala durante 15 minutos.

Para iniciar la prueba, la rata fue ubicada en el centro del laberinto con su cabeza mirando
hacia uno de los brazos abiertos, registrando su actividad durante 5 minutos con una cdmara gran
angular (Genius® Webcam Wide F100 FHD) para ser analizado posteriormente con el software

ANY-Maze (Stoelting Co., Illinois, USA).

Para andlisis de conductas tipo ansiosas se consider6é el niumero de entradas y tiempo de
permanencia en los brazos abiertos y cerrados, asi como la relacion entre el N° de entradas al
brazo abierto con respecto al N° total de entradas [(N° entradas al brazo abierto / N° total de

entradas) * 100].

9. Analisis estadistico

El analisis estadistico de las pruebas conductuales asi como de la ganancia de peso corporal neta
y de las glandulas adrenales, fue realizado mediante ANOVA de dos vias, siendo uno de los factores la
presencia/ausencia de estrés cronico y el otro factor, el tratamiento utilizado (control, vehiculo o
AM?251). Para analizar el efecto diario del estrés sobre la ganancia de peso, se utilizo ANOVA de dos
vias de medidas repetidas (Grupos x dias). Lo mismo para el caso de la toma de decisiones durante los
ensayos del 1 al 50 (Grupos x ensayos). Se utiliza como post-test el de Bonferroni, con comparaciones

multiples.

Los datos se presentan en promedios, acompanados de su respectivo error estandar medio (SEM).
Los niveles de probabilidad menores o igual a 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Se utiliz6 el programa estadistico GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc).
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IV.  RESULTADOS

Para el analisis estadistico, considerar en todos los parametros que se describen a continuacion, la
presencia de dos Grupos: No estresados y Estresados. Dentro de dichos grupos, existen tres
tratamientos a comparar: Control, Vehiculo y AM251. Para hacer alusion a un grupo con su
tratamiento, en general se referird a él como “subgrupo”, existiendo en consecuencia un total de 6

subgrupos experimentales (Ver Tabla 1).

1. Efecto de AM251 sobre los marcadores fisiologicos del Estrés
1.1 Ganancia de Peso

Como se observa en la Fig. 5a, al finalizar los tratamientos existe una diferencia significativa
entre los grupos estresados y no estresados (F(i,30)= 58,2; p < 0,0001). Ademads, hubo interaccion entre

dias y grupos experimentales (F, 30)= 16,95; p <0,0001).

Al analizar el efecto del estrés crénico en los grupos que no recibieron tratamiento, se observa
una disminucion significativa en la ganancia de peso neta con respecto al control (No estresados:
Control = 47,5 + 2,14 g; Estresados: Control = 26,17 + 2,36 g; p < 0,001). Estas diferencias, ya pueden
apreciarse a partir del tercer dia de estrés (DPN 44), en ratas adolescentes (Fig. 5b) (No estresados:

Control = 18,33 + 0,88 g; Estresados: Control = 7,17 + 1,25 g; p <0,001).

En el grupo no estresado, no hay diferencias significativas en la ganancia de peso neta de los
tratamientos, con respecto al control (No estresados: Control = 47,5 + 2,14 g; Vehiculo = 44,67 + 2,29
g; AM251 =40,17 £ 1,99 g; p > 0,9999; p = 0,2679 ). Sin embargo, en la Fig. 5a, es posible observar
una tendencia a disminuir la ganancia de peso en el subgrupo tratado con AM251, con respecto al
control y al vehiculo. De hecho, al observar el efecto diario del tratamiento con AM251 (Fig. 5b), se
evidencia una disminucion significativa en la ganancia de peso en los ultimos tres dias de este
tratamiento, con respecto al vehiculo (No estresados: Vehiculo = 30,33 + 1,59 g; AM251 =26,5+ 1,12
g; p=0,0176).

En el grupo estresado, existe un aumento significativo en la ganancia de peso neta del
tratamiento de AM251 con respecto al control pero no respecto al vehiculo (Estresados: Control= 26,17
+ 2,36 g; AM251= 38,17 + 2,15 g; Vehiculo = 29,33 + 1,31 g; p = 0,0043; p = 0,0771). No obstante, al
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analizar el efecto diario del estrés cronico sobre la ganancia de peso (Fig. 5b), se observa diferencias

significativas a partir del tercer dia de tratamiento entre AM251 y vehiculo, que se mantienen hasta

finalizar el experimento (Estresados: AM251= 12,67 + 1,38 g; Vehiculo = 6,83 + 1,52 g; p = 0,0009).
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Figura 5: Efecto de los tratamientos en la ganancia de peso de ratas adolescentes. a) Ganancia de peso
promedio (g) de los seis subrupos al finalizar el tratamiento el DPN 48 b) Ganancia de peso (g) diaria durante el
tratamiento, desde el DPN 42 al DPN 48. Todos los datos estan representados como Media = SEM (n = 6);
* representa diferencias significativas entre No estrado: Control y Estresado: Control; * representa diferencias
significativas entre Estresado: Vehiculo y Estresado: AM251; ° representa diferencias significativas entre No
estresado: Vehiculo y No estresado: AM251.
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1.2 Peso Glandulas Suprarrenales

La administracion de AM251 tanto en ratas estresadas como no estresadas, redujo
significativamente el peso de las glandulas suprarrenales con respecto a los animales tratados con
vehiculo (No estresados: Vehiculo = 14,77 + 0,8894 mg/Kg; AM251 = 9,033 + 0,6505 mg/Kg; p <
0,0001; Estresados: Vehiculo = 15,62 + 0,233 g; AM251 = 9,667 + 0,4695 mg/Kg; p < 0,0001 ) (Ver
Fig. 6).

El estrés cronico generd un aumento significativo en el peso de las glandulas suprarrenales del
grupo estresado no sometido a tratamiento, con respecto al subgrupo control (No estresado: Control =
10,08 + 0,5671 mg/Kg; Estresado: Control = 16,5 + 0,5675 mg/Kg; p < 0,0001 ). No existe diferencia
significativa entre el subgrupo sometido a estrés que no recibid tratamiento, en comparacion con el

estrés vehiculo.

Por ultimo, se observa en el grupo no estresado, una disminucion en el peso de las adrenales en el
tratamiento con AM251, con respecto al vehiculo (No estresado: Vehiculo = 14,77 + 0,8894 mg/Kg;
AM251=9,033 £+ 0,6505 mg/Kg; p < 0,0001 )
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Figura 6: Efecto de los tratamientos en el peso de las glindulas suprarrenales de ratas adolescentes.
Razon entre el peso de las glandulas adrenales (mg) y el peso de los animales (Kg) al finalizar el tratamiento
(DPN 48). Los datos estan representados como Media = SEM (n = 6); ****p<0,0001.
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2. Efecto de AM251 sobre pruebas conductuales
2.1 Actividad locomotora en Campo Abierto

Como se observa en la Fig. 7a, no existen diferencias por efecto de los tratamientos en la
velocidad promedio analizada en la prueba de campo abierto de ninguno de los subgrupos (No
estresados: Control= 0,06517 + 0,0097 m/s; Vehiculo= 0,0706 + 0,0033 m/s; AM251=0,0555 + 0,0034
m/s; Estresados: Control= 0,0743 + 0,0027 m/s; Vehiculo= 0,0776 + 0,0040 m/s; AM251= 0,0743 +
0,0045 m/s).

Al analizar la velocidad maxima (Ver Fig. 7b) de los subgrupos en la prueba de campo abierto,
tampoco se observa diferencias entre los tratamientos aplicados (No estresados: Control= 0,7575 +
0,0711 m/s; Vehiculo= 0,5553 + 0,0245 m/s; AM251= 0,5528 + 0,0316 m/s; Estresados: Control=
0,7045 £ 0,0256 m/s; Vehiculo= 0,688 + 0,0491 m/s; AM251= 0,59 + 0,0415 m/s).

Por ultimo, al igual que en los demas parametros para analizar la actividad locomotora de los
animales, no se evidenci6 diferencia entre los tratamientos con respecto a la distancia total recorrida
durante la prueba (Ver Fig. 7c¢). (No estresados: Control= 21,62 + 2,20 m/s; Vehiculo= 21,08 + 0,97
m/s; AM251= 16,90 + 0,97 m/s; Estresados: Control= 22,27 + 0,81 m/s; Vehiculo= 22,63 + 1,02 m/s;
AM251=22,15 + 1,54 m/s).
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Figura 7: Efecto de los tratamientos sobre la actividad locomotora en la prueba de cambio abierto. a)
Velocidad promedio (m/s) b) Velocidad maxima (m/s) ¢) Distancia Total Recorrida (m). Los datos estan
representados como Media = SEM (n = 6).

2.2 Conductas tipo ansiosas en Laberinto Elevado en Cruz

En la Fig. 8a, se observa que el estrés cronico disminuye significativamente el tiempo de
permanencia en el brazo abierto del laberinto elevado en cruz, solo en el caso del subgrupo que no

recibid tratamiento, con respecto al control del grupo no estresado (No estresado: Control= 48,48 +
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5,63 s; Estresado: Control= 23,02 + 5,30 s; p= 0,03 ). No existen diferencias significativas entre los
demas subgrupos (No estresado: Vehiculo= 35,55 + 5,16 s; No Estresado: AM251= 32,08 + 5,30 s;
Estresado: Vehiculo= 37,6 &+ 6,14 s; Estresado: AM251=45,68 = 4,18 s).

Al analizar la distancia recorrida en el brazo abierto del laberinto (Fig. 8b), nuevamente se
observa que el grupo estresado que no recibid tratamiento, disminuye significativamente su distancia
recorrida con respecto al subgrupo control (No estresado: Control= 2,03 + 0,35 m; Estresado: Control=

0,32 = 0,10 m; p= 0,034).

Dentro del grupo de animales estresados, el subgrupo tratado con AM251 aumenta
significativamente la distancia recorrida en el brazo abierto, con respecto al vehiculo (Estresado:
Vehiculo= 0,64 + 0,09 m; AM251= 3,43 £+ 0,55 m; p= 0,0001) y con respecto al subgrupo que no
recibe tratamiento (Estresado: Control= 0,32 + 0,10 m; AM251= 3,43 £ 0,55 m; p<0,0001).

No existen diferencias entre los grupos estresados y no estresados (F, 30)= 2,39; p = 0,1085), ni
tampoco efecto significativo en los tratamientos (F(i, 30)= 2,80; p = 0,1048), en la razoén del nimero de

entradas al brazo abierto con respecto al total de entradas al laberinto (Fig. 8c).
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Figura 8: Efecto de los tratamientos sobre las conductas tipo ansiosas en el laberinto elevado en cruz: a)
Tiempo en el brazo abierto (s) b) Distancia recorrida en el brazo abierto (m). ¢) Razén N° entradas al Brazo
Abierto (BA), respecto al N° Total de Entradas. Los datos estan representados como Media + SEM (n = 6 por
subgrupo); *p=0,03; ***p<0,001.
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3. Efecto de AM251 sobre Funciones Cognitivas
3.1 Toma de decisiones

En la Fig. 9a, se observa que el grupo estresado no sometido a tratamiento aumenta
significativamente el tiempo entre ensayos, con respecto al subgrupo control (No estresados: Control: -
320,6 £ 65,05 ; Estresados: Control 529,9 + 206 ; p=0,03). Asi también, se observa esta situacion al
comparar los subgrupos tratados con vehiculo (No estresados: Vehiculo: -373,4 + 215,7 ; Estresados:

Vehiculo 464,2 + 250,4 ; p=0,04 ).

Finalmente, no se observa diferencia significativa del tratamiento con AM251 comparado con el
vehiculo en ninguno de los dos grupos (No estresado: Vehiculo= -373,4 &+ 215,7 ; AM251= -43,42 +
57,94 ; Estresado: Vehiculo= 464,2 + 250,4 ; AM251= -144,4 £ 195,7). Sin embargo, al analizar el
tiempo entre ensayos en intervalos de diez (Fig. 10b), se observa que el tratamiento con AM251 genera
una disminucion significativa del TEE en los tltimos diez ensayos (No estresado: Vehiculo= 470,6 +
169,4 ; AM251= 35,42 + 62; p = 0,0116). En el caso de animales no estresados ocurre el efecto
contrario: el tratamiento con AM251 aumenta el tiempo entre respuestas en los tltimos ensayos de la

prueba (Fig. 9b).
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Figura 9: Efecto de los tratamientos sobre la toma de decisiones. DP representa la diferencia promedio del
tiempo entre ensayos entre la evaluacion 1 y 2 en el paradigma TEDA. a) Promedio final del tiempo entre
ensayos. b) Diferencia entre el tiempo cada 10 ensayos. Los datos estan representados como Media + SEM (n =
6 por subgrupo); * representa diferencias significativas entre los grupos No estresado: Control y Estresado:
Control; * representa diferencias significativas entre los grupos No estresado: Vehiculo y No estresado: AM251;
° representa diferencias significativas entre los grupos Estresado: Vehiculo y Estresado: AM251.

3.2 Atencion auditiva

Al analizar el promedio de respuestas correctas, entre los grupos no estresados y estresados, sin
tratamiento, se observa en la Fig. 10, que el estrés disminuye significativamente los aciertos con
respecto al control (No estresados: Control: 2,00 = 1,59 ; Estresados: Control -9.00 £ 2,52 ; p=0,0003).
El mismo efecto del estrés, se evidencia al comparar los subgrupos que recibieron el tratamiento

vehiculo (No estresados: Vehiculo: 5,00 + 0,73 ; Estresados: Vehiculo -5,00 + 1,46 ; p=0,0009 ).

En los grupos estresados, el tratamiento con AM251 tiene un efecto significativo al aumentar las

respuestas correctas con respecto al subgrupo tratado con vehiculo (Estresados: Vehiculo: -5.00 £ 1,46;

AM?251 4,50 £ 0,96 ; p=0,0018).
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Figura 10: Efecto de los tratamientos sobre la atencion auditiva en la TEDA. DP indica la diferencia
promedio de respuestas correctas entre la evaluacion 1 y 2 del paradigma TEDA. Diferencia promedio total en el
desarrollo de la prueba. Los datos estan representados como Media £ SEM (n = 6); **p=0,0018; ***p=0,0003;
*#%=0,00009.
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V. DISCUSION

1. Efecto de AM251 sobre los marcadores fisiologicos del Estrés

Tal como ha sido demostrado en investigaciones anteriores utilizando similares paradigmas de
estrés (Cook & Wellman, 2004; Eiland et al., 2012; Pérez et al., 2013; Negron et al., 2014), en esta
tesis se encontr6d que el estrés cronico por restriccion de movimiento, disminuyd significativamente la
ganancia de peso con respecto a individuos control, en los subgrupos no sometidos a tratamiento (Fig.
5a). El estrés cronico aumenta los niveles basales de CORT (Cook & Wellman, 2004; Yeon, Hoon &
Soon, 2013), probablemente reflejando alteraciones en los mecanismos de retroalimentacién negativa
del eje HPA. Si consideramos el hecho de que la ingesta de comida y muchos procesos metabolicos son
mediados por glucocorticoides, su alteracion podria relacionarse con la disminucidn en la ganancia de
peso (Scherer et al., 2011; Yeon, Hoon & Soon, 2013). Consideremos ademdas que los efectos de la
CORT difieren de acuerdo al estado en que se encuentre el individuo; asi en periodos de reposo
promueve el almacenamiento de energia a través de la glucogénesis, mientras que durante periodos de
estrés agudo, promueve la glucogendlisis y gluconeogénesis, con el objetivo de movilizar glucosa

como fuente de energia (Champagne, de Kloet & Joéls, 2009; Peters, et al., 2004).

Otro mecanismo que podria explicar las diferencias en la ganancia de peso, es que el estrés
cronico conduce a una mayor liberacion de glutamato en regiones limbicas (Bagley & Moghaddam,
1997; Reznikov et al., 2007) lo cual, nuevamente, podria incrementar la demanda energética
proporcionada por el catabolismo lipidico, dando como resultado que en nuestros experimentos los

animales estresados tengan menor ganancia de peso que sujetos control (Negron et al., 2014).

Durante todo el tratamiento, no hubo diferencias significativas en la ganancia de peso de
animales no estresados tratados con vehiculo, con respecto a sujetos control, lo que estaria indicando
que las inyecciones intraperitoneales durante 7 dias, no resultaron estresantes en ratas adolescentes
como ha ocurrido en estudios de similares caracteristicas con animales adultos (Cook & Wellman,
2004; Brown, Henning & Wellman, 2005; Mitra & Sapolsky, 2008). Seria interesante complementar
estos resultados con el andlisis de niveles plasmaticos de CORT, que en animales adultos revelan
mayores concentraciones en sujetos sometidos a inyecciones cronicas con vehiculo con respecto a

sujetos controles.
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El tratamiento con AM251 en animales no estresados, disminuy¢ significativamente la ganancia
de peso, con respecto a sujetos tratados con vehiculo, efecto que se observa a partir del quinto dia de
tratamiento. Esto podria explicarse por la similitud estructural del AM251 con SR141716A (otro
antagonista de CB;), que fue utilizado inicialmente para tratar la obesidad (Pertwee, 2004). Se sabe que
los receptores de CBj, se encuentran altamente expresados en areas hipotaldmicas, involucradas en la
regulacion de conductas de alimentacion. Dichas regiones también se conectan con el sistema de
recompensa, por lo tanto antagonistas de CB; como AM251, podrian indirectamente inhibir las
propiedades recompensantes de la comida, mediadas por dopamina (Xie et al., 2007; Di Marzo, 2008)

y de esa forma, lograr una disminucién en la ganancia de peso, como ocurri6 en nuestros experimentos.

En sujetos estresados, el tratamiento con AM251 logré revertir la disminucion en la ganancia de
peso a causa del estrés cronico, a diferencia del tratamiento con vehiculo que no tiene tal efecto. El
aumento significativo en la ganancia de peso gracias a AM251 ocurre a partir del tercer dia de
tratamiento (DPN 44) y se mantiene hasta la finalizaciéon (DPN 48). De gran relevancia es el efecto
opuesto de AM251 generado a partir del tratamiento de sujetos no sometidos a estrés en comparacion
con aquellos que si fueron estresados cronicamente: en sujetos no estresados, AM251 disminuye la
ganancia de peso, mientras que en sujetos estresados cronicamente, la aumenta; esto al ser comparados
con el tratamiento vehiculo. Esto nos lleva a la idea de que AM251 tiene un efecto protector al ser
aplicado previo al estrés, que estaria impidiendo que ocurran los efectos en la disminucién en la
ganancia de peso, tantas veces observada en diferentes protocolos de estrés que utilizaron distintas
intensidades y duracion (Brown, Henning & Wellman, 2005; Sherer, Holmes & Harris, 2010; Eiland et
al., 2012; Pérez et al., 2013; Negron et al., 2014). Es probable que esa proteccion tenga relacion con
algin mecanismo que aun no ha sido descrito y que es mediado por CORT. Si el AM251 aplicado
previo al estrés, logra impedir que ocurran las alteraciones en los mecanismos de retroalimentacion del
estrés, el sistema no sufriria los efectos nocivos de su desregulacion, y con ello, no debieran observarse
tampoco hipertrofia de glandulas adrenales, ni aumento de conductas tipo ansiosas e incluso, tampoco

debiéramos ver alteradas las funciones cognitivas.

Otro marcador fisiologico del estrés, lo constituye el peso de las glandulas adrenales. En ese
sentido, y de acuerdo a lo esperado segln la bibliografia (Ulrich-Lay et al., 2006; Eiland et al., 2012;
Negron et al., 2014), se encontrd que animales sometidos a estrés cronico, presentan hipertrofia de
glandulas suprarrenales con respecto a los individuos control. Esto es, en individuos no sometidos a

ningun tratamiento. El aumento en el tamafio de las glandulas adrenales en ratas estresadas, se
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explicaria por la hiperactivacion del eje HPA. El estrés cronico incrementa los niveles plasmaticos de
CORT e induce hipertrofia e hiperplasia, dependiente de ACTH (Ulrich-Lai et al., 2006; Pérez et al.,
2013; Negron et al., 2014).

Individuos no estresados, tratados con vehiculo también presentan un aumento significativo en el
peso de glandulas adrenales con respecto a animales sin tratamiento, lo que nos lleva a sefialar a las
inyecciones intraperitoneales como un factor estresante, tal como ha sido descrito previamente en otras
investigaciones (Cook & Wellman, 2004; Brown, Henning & Wellman, 2005; Mitra & Sapolsky,
2008). Alli se han observado mayores niveles de CORT en comparaciéon con animales que no

recibieron inyeccion alguna.

Si las inyecciones por si solas resultan ser estresantes para los animales, lo que en este caso se
refleja en hipertrofia adrenal, podriamos suponer que animales tratados con vehiculo y que ademas
fueron sometidos a un protocolo de estrés, tendrian mayor alteracion adrenal. Sin embargo no existe
diferencia significativa entre estos subgrupos (No estresado: control / Estresado: control / Estresado:
vehiculo). El hecho de que dos estresores (inyecciones + estrés por restriccion) no tengan mayor efecto
que la aplicacion de un estresor (estrés por restriccion), podria explicarse por un efecto de
enmascaramiento del primer estresor sobre el segundo, en donde lo que observamos finalmente en las
adrenales, sea consecuencia del aumento cronico de CORT inducido por las inyecciones cronicas, que

fueron previas a la restricciéon de movimiento.

Al igual que lo ocurrido en la ganancia de peso descrita previamente, el tratamiento con AM251
en animales estresados cronicamente, revierte la hipertrofia de las glandulas adrenales con respecto al
subgrupo tratado con vehiculo. Ahora bien, en el caso de los efectos de AM251 sobre las glandulas
adrenales, nos encontramos con que no difieren en sujetos no estresados y estresados, a diferencia de lo
que ocurria en la ganancia de peso. En este parametro, AM251 revierte la hipertrofia adrenal en sujetos
no estresados, asi como lo hace en sujetos estresados. La diferencia encontrada en el efecto del farmaco
sobre estos dos parametros, tal vez ocurre porque las adrenales de animales tratados con vehiculo
fueron sensibles al efecto de la CORT inducida por las inyecciones y respondieron hipertrofidndose; sin
embargo, animales tratados previamente con AM251, tienen un sistema protegido frente al estrés, por

lo que no desarrollan la hipertrofia adrenal.
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2. Efecto de AM251 sobre la actividad locomotora

No existen diferencias significativas entre los grupos ni entre los tratamientos en cuanto a
velocidad maxima ni velocidad promedio, ni tampoco en la distancia total recorrida durante el
desarrollo de la prueba de campo abierto (Figs. 7a, 7b, 7c). Lo anterior nos demuestra que ni la
administraciéon de AM251 ni el protocolo de estrés utilizado, afectaron la actividad locomotora de los
animales, por lo que cualquier otro efecto observado a nivel de comportamiento, no puede ser

atribuido a un dano locomotor en los individuos.

3. Efecto de AM251 sobre las conductas tipo ansiosas

En la prueba de campo abierto, no existen diferencias significativas en el tiempo gastado en el
centro ni en la periferia, de ningin subgrupo (graficos no mostrados). Estos resultados se contraponen a

lo obtenido por Negron et al (2014), utilizando el mismo protocolo de estrés.

En el laberinto elevado en cruz, los animales estresados cronicamente evidencian menor distancia
recorrida en el brazo abierto, asi como menor tiempo de permanencia, al ser comparados con animales
control. Al considerar solo estos dos parametros, podriamos suponer que el protocolo de estrés
utilizado tuvo un efecto ansiogénico en los animales. Sin embargo, al analizar la razén entre el nimero
de entradas al brazo abierto con respecto al nimero total de entradas, no existe diferencia significativa
entre estos subgrupos. Es probable que al aumentar el n de los subgrupos, la diferencia encontrada en la
razén del nimero de entradas sea mayor en individuos control versus estresados, ya que en el grafico se
puede observar esta tendencia (Ver Fig. 8c). Resulta interesante observar que en el trabajo de Negron et
al (2014), en donde se utilizo el mismo protocolo de estrés en ratas de la misma edad que las usadas en
esta investigacion, el estrés produjo un efecto ansiogénico, reflejado en un menor tiempo de
permanencia en el centro de la prueba de campo abierto y en una menor proporcion de entradas al
brazo abierto con respecto al total de entradas, en el laberinto elevado en cruz, por lo que se esperaria
replicar estos resultados en nuestra investigacion. Sin embargo, una posible explicacion en las
diferencias encontradas, podria guardar relacion con que el cerebro de ratas entrenadas intensivamente
en un protocolo de atencidon y toma de decisiones, durante mas de 20 dias consecutivos posterior al
destete, es diferente al cerebro de ratas de las mismas condiciones pero que no fueron sometidas a este
entrenamiento, por lo que los mecanismos para enfrentar las conductas tipo ansiosas, podrian diferir

también.
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En los animales no sometidos a estrés, no se observa diferencia en ninguno de los parametros del
laberinto elevado en cruz relacionados con conductas tipo ansiosas, entre los animales tratados con
vehiculo y con AM251. Sin embargo, en aquellos animales que fueron sometidos a estrés cronico,
observamos que el AM251 logra aumentar significativamente la distancia recorrida en el brazo abierto,
con respecto a aquellos que fueron tratados con vehiculo. Esto podria indicar que el antagonista de CB;
utilizado, tiene un efecto ansiolitico en animales no estresados, sin embargo esta inferencia no es
apoyada por los otros dos parametros analizados en donde no se observan diferencias significativas

entre el AM251 y vehiculo.

Las conductas tipo ansiosas son principalmente reguladas por la amigdala basolateral y el BNST
(Davis, 1998; Davis et al., 2010). De hecho, algunos paradigmas de estrés cronico que potencian
conductas tipo ansiosas, han sido correlacionados con hipertrofia dendritica en la amigdala basolateral
y BNST (Vyas, Bernal & Chattarji, 2003; Vyas et al., 2002; Vyas, Pillai & Chattarji, 2004). Es posible
que los resultados ansiogénicos encontrados en esta tesis, se expliquen por este mecanismo; sin
embargo para tener mayor certeza de los discordantes efectos obtenidos en la prueba de campo abierto
y en el laberinto elevado en cruz, seria deseable aumentar el numero de animales de los grupos

experimentales.

4. Efecto de AM251 sobre las funciones cognitivas

En nuestro laboratorio ha sido demostrado previamente que el estrés cronico disminuye
significativamente el promedio de respuestas correctas (DP-RC) en comparacion con animales
controles adultos, asi como también aumenta el promedio entre ensayos en la realizacion de la TEDA
(Pérez et al., 2013). Dichas alteraciones también fueron evidentes en el desarrollo de esta tesis, en
donde un protocolo mas breve de estrés por restriccion de movimiento bastd para alterar las funciones
cognitivas en animales adolescentes. Lo mismo ocurre al comparar animales tratados con vehiculo:
aquellos sometidos a estrés cronico, ven deteriorada su toma de decisiones y atencion con respecto al

subgrupo no sometido a estrés.

El deterioro en la atencion en ratas estresadas es contrarrestado por el tratamiento con AM251,
con respecto a animales tratados con vehiculo, mientras que en la toma de decisiones, el AM251 tiene

un efecto anti-estrés, a partir del ensayo 40 de la prueba de TEDA.
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Como ya se ha descrito, la toma de decisiones y la atenciéon son funciones cognitivas que residen
principalmente en la CPFm (Damasio, 1994; Fuster, 1997; Bechara et al., 2000; Bechara & Van Der
Linden, 2005), un area que ademas tiene un importante rol en la inhibicion del eje HPA después de una
respuesta al estrés (Holmes & Wellman, 2009; Radley et al., 2009). Pero a su vez, la CPF es altamente
sensible a los efectos del estrés cronico, el cual induce alteraciones morfologicas en neuronas
piramidales, que se relacionan probablemente con los déficit cognitivos asociados al efecto del estrés
(Radley et al., 2004; Cook y Wellman, 2004; Izquierdo et al., 2006; Radley et al., 2013). Estos han sido
descritos en animales adultos, sin embargo la adolescencia es un periodo especialmente critico y de
mayor sensibilidad, particularmente de aquellas areas que maduran mas tardiamente, como la CPF
(McEwen, 1992; Lupien et al., 2009; Yuen et al., 2012, Negron et al., 2014). En ese sentido, en esta
tesis lo anterior ha quedado en evidencia, puesto que tan solo 7 dias de estrés por restriccion durante
tres horas, producen las alteraciones en la toma de decisiones y atencion, que se han descrito en
adultos, con mayor duracion e intensidad en los protocolos utilizados. Este deterioro a nivel cognitivo,
tanto en la toma de decisiones como en la atencion, fue eficazmente contrarrestado por un antagonista
de CB; el AM251, aplicado previo al estrés, en ratas adolescentes. Esto sugiere que el AM251 tuvo, al

menos algunos de sus efectos, sobre la actividad neuronal de la CPFm.

El cerebro adolescente estd sometido a un proceso de maduracion de estructuras de
procesamiento de orden superior claves, como lo es la CPF (Casey & Jones, 2010; Gogtay et al., 2004;
Lee et al., 2015). Sin embargo, una consecuencia de esa elevada naturaleza plastica, es la alta

vulnerabilidad al estrés durante esta etapa (Adriani & Laviola, 2004; Andersen, 2003; Lee et al., 2015).

Investigaciones en humanos y roedores relacionan las experiencias de estrés en la adolescencia,
con una permanente desregulacion del eje HPA, alterando la subsecuente reactividad al estrés,
funcionamiento cognitivo y conduciendo a alteraciones conductuales y emocionales que no ocurren
bajo similares condiciones en adultos (Sapolsky & Meaney, 1986; Viveros et al., 2005; Rubino et al.,
2009; McCormick et al., 2010; Buwalda et al., 2011; Campolongo et al., 2011; Llorente-Berzal et al.,
2011; Lee & Gorzalka, 2012). Asi también, modificaciones en la normal sefializacion del SeCB en
estructuras corticolimbicas, como la CPF, contribuyen a adquirir esas mismas alteraciones (Patton et
al., 2002; Cohen et al., 2008), en linea con evidencia que sefiala al SeCB como el principal regulador

del eje HPA (Hill & McEwen, 2009; Hill et al., 2010; Lee & Gorzalka, 2012).

En general, la sefializacion eCB ejerce un rol inhibitorio sobre la actividad del eje HPA,
contribuyendo a la mantencion de bajos niveles de glucocorticoides durante condiciones basales y
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funcionando para detener la actividad del eje HPA en situaciones de estrés agudo (Gorzalka & Hill,

2009; Lee & Gorzalka, 2012).

Si consideramos, que la alteracion del SeCB por el efecto del estrés cronico en la adolescencia
contribuye al deterioro de los mecanismos de retroalimentacion negativa del eje HPA, entonces
podemos sefialar que la inhibicion previa al estrés del SeCB, a través del uso de antagonistas de los
receptores de CB; en la CPF, podria estar impidiendo la subsecuente desregulacion del eje HPA, y en
consecuencia, los sistemas tratados con AM251, no evidenciarian las caracteristicas propias de un
individuo estresado cronicamente; esto es, entre otros factores, disminucion en la ganancia de peso,
hipertrofia adrenal, aumento de conductas tipo ansiosas y alteraciones en funciones cognitivas como
toma de decisiones y atencion, con respecto a sujetos control. Eso es precisamente lo que se evidencio
en este estudio. Ahora bien, el mecanismo exacto por el que esta especie de “proteccion” podria estar

ocurriendo, permanece ampliamente inexplorado.

Se ha propuesto que el dafio cognitivo inducido por estrés cronico, podria ocurrir por la supresion
de la expresion y funcion de receptores de glutamato en la CPF (Yuen et al., 2012). Dada la
importancia de la sefializacion glutamatérgica en procesos cognitivos mediados por la CPF (Goldman-
Rakic, 1995; Lisman et al., 1998; Yuen et al., 2012), no resultaria extrano que el estrés repetido dafie
las funciones que alli residen. Al respecto, el grupo de investigacion de Yuen y cols. (2012),
demostraron que la transmision glutamatérgica en neuronas piramidales de la CPF, estd
significativamente suprimida en ratas adolescentes expuestas a estrés repetido, sin la aparente pérdida
de sinapsis. Esta supresion en la transmision de glutamato, seria dependiente de GR. Resultados
similares fueron obtenidos en el estudio del grupo de Negron et al., (2014) concluyendo que el estrés
cronico en la adolescencia, conduce a una disminucion de la transmision sindptica excitatoria en la PL.
Considerando que las neuronas excitatorias de las capas Il y III de la PL regulan la actividad neuronal
en la region IL, y estas en respuesta, modulan la transmision GABA¢érgica en la BLA a través de las
células intercaladas (Milad & Quirk, 2012), entonces la disminucién inducida por estrés en la
transmision excitatoria de la PL, podria indirectamente reducir la actividad inhibitoria en la BLA y

como resultado, alterar funciones cognitivas en ratas adolescentes estresadas (Negron, et al., 2014).

Por otro lado, dado que la adolescencia es un periodo en el que el SeCB no esta del todo maduro,
sus respuestas frente al estrés difieren de las de un sistema adulto. En ese sentido, estudios en roedores
en la etapa de adolescencia, han mostrado que estos exhiben reducidos mecanismos de
retroalimentacion negativa a glucocorticoides y prolongada secrecion de CORT en respuesta a estrés
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agudo, y no evidencian respuestas de habituacion de CORT al estrés repetido (Romeo et al., 2006;

Doremus-Fitzwater et al., 2009; Barha et al., 2011; Lee & Hill, 2013).

Un estudio en ratas adolescentes Sprague-Dawley, que utiliz6 un tratamiento con AM251 durante
10 dias, encontrd que este no tuvo efecto en la respuesta aguda al estrés del eje HPA, pero si llevo a la
habituacién en la secrecion de CORT en respuesta al estrés por restriccion repetido (Lee et al., 2015).
Adicionalmente, demostraron un aumento basal de AEA a nivel hipotalamico, luego del tratamiento
con AM251, que promoveria mayor retroalimentacion negativa sobre la habituacion del eje HPA,
resultando asi en niveles de respuesta mas bajos de CORT frente al estrés repetido (Lee et al., 2015).
Esta hipotesis es consistente con el rol de la sefializacion del receptor CB; en el NPV para facilitar la
retroalimentacion negativa del eje HPA (Di et al., 2003; Evanson et al., 2010). Similarmente, este
grupo demostrd que el tratamiento con AM251, incrementa la expresion del receptor CB; en la CPF al
ser medido en animales adultos. Dada la importancia de esta 4rea para la inhibicion de la secrecion de
CORT inducida por estrés (Hill et al., 2011), el incremento en la expresion de CB;, inducido por el

tratamiento adolescente con AM251, puede contribuir al efecto de habituacion de la CORT.

En el contexto de los resultados obtenidos en esta tesis, esto podria explicar que animales
adolescentes tratados con vehiculo, al tener una reducida retroalimentacion negativa de CORT (una
condicion dependiente de la edad) y por ende, una elevada secrecion de esta hormona ante el estrés
agudo de las inyecciones, ven alterada la sefializacion de su SeCB y en consecuencia, se ven expuestos
a la desregulacion del eje HPA, que lleva a las alteraciones antes mencionadas, producto del estrés
cronico. Sin embargo, el tratamiento con AM251, permite mantener una respuesta controlada frente al
estrés agudo, y logra la habituacion al estrés cronico por restriccion, proceso que no ocurre en aquellos
tratados con vehiculo. Esto explicaria, al menos en parte, el efecto positivo del tratamiento con AM251,

que logra contrarrestar los efectos del estrés cronico en la adolescencia.

Es importante considerar ademds que el SeCB se encuentra en proceso de desarrollo en la
adolescencia. El peak de expresion de CB,; en roedores machos, en varias regiones corticolimbicas,
ocurre en los inicios de la adolescencia (DPN 30) y luego gradualmente disminuyen a niveles adultos
hasta el DPN 70 (Heng et al., 2011; Rodriguez de Fonseca et al., 1993; Lee et al., 2015).
Simultaneamente, el contenido de AEA y la actividad de la FAAH, fluctian dindmicamente a través
del periodo que transcurre entre la adolescencia a la adultez (Wenger et al., 2002; Ellgreen et al., 2008;

Lee et al., 2013; Rubino et al., 2015; Lee et al., 2015).
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Asi, las perturbaciones de esas fluctuaciones normales en la sefalizacion eCB puede
comprometer procesos del neurodesarrollo, resultando en sostenidos cambios en el cerebro adulto
(Rubino et al., 2015; Lee et al., 2015). Recientemente, esos efectos han sido atribuidos a la posibilidad
de que el exceso de exposicion a eCB durante la adolescencia, dependientes de CORT en condiciones
de estrés crdnico, altere la sefializacion eCB en proceso de maduracion, a través de la desensibilizacion
del sistema, y sea esta interrupcion, quien media los efectos adversos de la excesiva exposicion a eCB
durante la adolescencia, en condiciones de estrés cronico (Rubino et al., 2015, Lee et al., 2015).
Nuevamente, AM251 estaria de alguna forma, previniendo esta desensibilizacién y protegiendo al

individuo de los efectos del estrés cronico.
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VI. CONCLUSIONES

El estrés cronico por restriccion de movimiento, aplicado durante una semana en ratas
adolescentes, fue suficiente para deteriorar la toma de decisiones y la atencion auditiva, con respecto a
los sujetos controles. Adicionalmente, el estrés cronico gener6 una disminucion en la ganancia de peso
con respecto a los individuos controles, asi como también llevé a la hipertrofia de las glandulas
adrenales. Todas estas alteraciones, fueron contrarrestadas por el tratamiento con AM251, un

antagonista del receptor CB,;.

Estos resultados nos confirman que el cerebro es altamente sensible a los efectos del estrés
cronico durante la adolescencia, particularmente en aquellas areas cerebrales que maduran mas
tardiamente, como lo es la CPF. A su vez, nos demuestra el importante rol que cumple el SeCB en
modular las respuestas frente al estrés, y al mismo tiempo, que en la adolescencia este sistema también

es altamente vulnerable a los efectos del estrés cronico.

En consecuencia, es imperativo que se generen mas estudios con respecto al funcionamiento
normal del SeCB y su relacion con el eje HPA en la adolescencia, asi como también en relacion a la
desregulacion que ocurre producto del estrés cronico y sus deletéreas consecuencias que incluso,

podrian extenderse hasta la adultez.
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VIII. ANEXOS

Tabla N° 1: Grupos experimentales y tratamientos.

GRUPOS EXPERIMENTALES

No estresados

Estresados

Control (n =6)

Control (n =6)

Vehiculo (n = 6)

Vehiculo (n = 6)

TRATAMIENTO

AM251 (n=6)

AM251 (n=6)

Figura 1: Corteza prelimbica, sistema endocanabinoide y su relacion con el estrés.
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(Traducido de McLaughlin R., Hill M., Gorzalka B. 2014)
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Panel superior: El nucleo paraventricular (NPV) del hipotdlamo se activa liberando factor libertador de
corticotropina (CRF) hacia la pituitaria anterior (Pit), estimulando la liberacion de hormona adrenocorticotropa
(ACTH) al torrente sanguineco. La ACTH induce la liberacion de glucocorticoides (cortisol en humanos,
corticosterona en roedores) en la corteza adrenal, pasando a la circulacion general. Los glucocorticoides (CORT)
cruzan la barrera hematoencefalica y se unen a receptores de CORT localizados en la region prelimbica (PL) de
la CPFm (asi como de otras regiones, no mostradas). La activacion de esas neuronas de retroalimentacion
inhibitorias estimula la activaciéon de centros de relevo GABAérgicas en la amigdala extendida (BNST), que
directamente inhiben la activacion del NPV, promoviendo en consecuencia la terminaciéon del eje HPA y una

adecuada recuperacion frente al estrés.

Panel inferior: Modelo tedrico que destaca el mecanismo por el cual, alteraciones en la sefializacién de eCB en
la CPFm, modula la actividad de las neuronas piramidales bajo condiciones de estrés agudo y crénico. (A) Bajo
condiciones basales, la sefializacion de AEA se encuentra toxicamente elevada, suprimiendo la inhibicidn,
mediada por GABA, de las neuronas piramidales. (B) Inmediatamente después del inicio del estrés, la AEA
disminuye por actividad de degradacion de la enzima FAAH, permitiendo el incremento de GABA, la reduccion
de la actividad de las neuronas piramidales y la consiguente respuesta neuroendocrina y conductual. (C) Después
del cese del estrés, la CORT se une a receptores de glucocorticoides intracelulares (GR), llevando a la sintesis de
2-AG que se une a receptores presinapticos CB;. Esto reduce la inhibicion mediada por GABA en las neuronas
piramidales que proyectan al BNST, que inhibe directamente al NPV, resultando finalmente en la terminacion
del eje HPA y el restablecimiento de la homeostasis. (D) Bajo condiciones de estrés cronico, la CORT esta
hipersecretada, los receptores de glucocorticoides estan regulados a la baja y los sitios de union del receptor CB;
estan incrementados. La AEA esta persistentemente reducida, resultando en una mayor inhibicion mediada por
GABA, suprimiendo asi la normal actividad de las neuronas piramidales, tornando la CPFm a un estado de baja

actividad continua.
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Figura 3: Caja de entrenamiento del paradigma conductual TEDA, para cuantificar atencion auditiva y

toma de decisiones.

La caja de entrenamiento consta de:

a) Camara operante utilizada para cuantificar la atencion auditiva en las ratas y la toma de decisiones. Esta

camara se encuentra en una caja aislada acusticamente.

b) Camara web en el interior de la caja operante, que registra la actividad realizada por las ratas. La flecha
blanca indica los pocillos donde debe introducir el hocico para iniciar la prueba y recibir la recompensa.

La flecha gris indica los parlantes que emiten los tonos.
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Figura 4: Paradigma conductual TEDA.
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Consiste basicamente en:
¢) Larata decide introducir su hocico en el puerto central; con esto se da inicio a la prueba.

d) El sistema emite un tono al azar, que puede ser de alta frecuencia (15 kHz) o de baja frecuencia (1kHz),

los cuales se encuentran asociados al puerto izquierdo y derecho, respectivamente.

e) La rata aprende la asociacion entre el lado de la caja asociado a cada tono, recibiendo una recompensa

cuando su respuesta es correcta. La recompensa corresponde a una gota de agua.
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