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I.- RESUMEN

Introduccion: El Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC) es una patologia
neuropsiquiatrica que afecta al 1-3% de la poblacion mundial. Dada la complejidad
sintomadtica de las alteraciones comportamentales del TOC, la evidencia empirica
de pruebas conductuales efectuadas en modelos animales de esta patologia es
escasa. Los ratones EAAT3glo/CMKII, que sobreexpresan el transportador de
glutamato EAATS3, han sido recientemente validados como modelo de conductas
tipo-ansiosas y tipo-TOC. Con el objetivo de lograr una mejor categorizacion de
este modelo genético en el espectro de conductas tipo-TOC, se evaluaron conductas
de formacion de nido, masticacion de material y la adquisicion y extincién de un
condicionamiento operante. Métodos: Se utilizaron animales control (EAAT3glo,
n=23) y experimentales (EAAT3glo/CMKII, n=12), en modalidad ciega a su
genotipo, los que fueron sometidos a pruebas de conducta espontaneas (anidamiento
y masticar una rejilla de plastico) y adquiridas (condicionamiento operante FR1 y
su extincion). El condicionamiento operante se realizé en ratones con restriccion de
alimento, en cajas de condicionamiento operante ROBucket 2.0 construidas y
programadas en nuestro laboratorio. Finalmente, se concluyé el protocolo
experimental con la prueba de extincion de la conducta instrumental. Resultados:
En las pruebas de conductas espontdneas no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en ambos grupos. Por otra parte, la adquisicion del

comportamiento operante se logré en ambos grupos, no observandose diferencias.



En la prueba de extincidn, se observo que los ratones EAAT3glo/CMKII presentan
déficits de extincion comparados con los controles EAAT3glo. Discusiéon: El
hallazgo de alteraciones en la extincion es relevante para fortalecer el modelo animal
EAAT3glo/CMKII para el estudio del TOC. La extincion de conductas habituales
involucra al estriado dorsolateral, en donde ocurren procesos de plasticidad
sinaptica dependiente de los receptores de glutamato tipo NMDA. Dado que se sabe
que el raton EAAT3glo/CMKII presenta déficits en la plasticidad sinaptica en la
comunicacion cortico-estriatal, y ademads alteraciones en la composicion de
subunidades de receptores NMDA a nivel de estriado completo. Los resultados
sugieren que dichos cambios subyacen al déficit de extincion del condicionamiento
operante. Sin embargo, esto requiere ser demostrado experimentalmente, disectando
los posibles cambios funcionales y moleculares especificamente a nivel del estriado

dorsolateral.



II.- INTRODUCCION

2.1  Breve descripcion del Trastorno-Compulsivo

El Trastorno Obsesivo-Compulsivo (TOC) es un trastorno neuropsiquiatrico
heterogéneo que afecta significativamente el funcionamiento de un sujeto (Joel, 2006a) y que
puede llegar a ser invalidante (Alonso et al., 2015). El TOC se -caracteriza
patognomoénicamente por su egodistonia (Robbins et al., 2019). Asimismo, por la presencia
de obsesiones (pensamientos recursivos o ideas intrusivas persistentes) sin sentido que
causan un temor obsesivo (ansiedad excesiva), y compulsiones (acciones o pensamientos
repetitivos con una finalidad protectora que el sujeto se ve compelido a realizar) (Wu et al.,
2012) cuya finalidad pareciera ser neutralizar los pensamientos o ideas intrusivas (Pittenger,
2015); la mayoria de los pacientes experimentan las obsesiones y las compulsiones (First,
2013). Se cree que los pensamientos o ideas intrusivas generan mayor ansiedad y
concomitantemente mas rituales para disminuir la ansiedad. Esto seria, en definitiva, un bucle
sin término, porque el sujeto que padece TOC siente la urgencia de repetir y repetir una y
otra vez el comportamiento (National Institute of Mental Health (NIMH), 2016). Pese a lo
anterior, aun no estd del todo claro la interrelacion funcional entre ansiedad, obsesiones y
compulsiones en el TOC. Debido a que las compulsiones pueden generar ansiedad, entonces
no es convenientes establcer relaciones causales rigidas. Por ejemplo, en el caso del
acaparamiento compulsivo se observa a menudo la presencia de compulsiones sin ansiedad.
Desde una perspectiva psicologica se considera como los principales mecanismos presentes
en el TOC: deficit en el control cognitivo para regular la conducta, junto a la tendencia hacia
la rigidez cognitiva del pensamiento, méas un desequilibrio entre los comportamientos

dirigidos hacia objetivos y los habituales (Robbins et al., 2019).



Sumado a lo anterior, en casi el 90% de los casos, el TOC cursa en comorbilidad con
otros trastornos siendo los mas comunes: trastornos de ansiedad, trastornos del animo,
trastornos del control de impulsos y trastorno por abuso de sustancias (Ruscio et al., 2010).
Se estima que alrededor de un 30% de la poblacién padece obsesiones o compulsiones que
son causa de un malestar significativo (Pittenger, 2015). La prevalencia del TOC es alta,
afectando entre el 1-3% de la poblacion a nivel mundial (Ruscio et al., 2010). Generalmente,
el TOC suele presentarse a partir de la pubertad o en la adultez temprana y su sintomatologia
se agudiza en situaciones de estrés (National Institute of Mental Health (NIMH), 2016).
Historicamente, el TOC habia sido clasificado dentro de los Trastornos de Ansiedad (First,
2013). Sin embargo, en la ultima actualizaciéon del Manual Diagnoéstico y Estadistico de
Trastornos Mentales en su quinta version (DSM V en inglés) se ha incluido una nueva
categoria de Trastornos del espectro Obsesivo-Compulsivo y trastornos relacionados que
presentan conductas repetitivas, tales como la tricotilomania y la excoriacion (American
Psychiatric Association, 2013), agrupandolos segun las caracteristicas comunes y los
comportamientos similares como las preocupaciones obsesivas y las acciones repetitivas. No
obstante, se ha propuesto que, a futuro, la organizacion o agrupacion de los trastornos
mentales se realice a partir de un marco biologico. Es decir, dirigirse hacia disfunciones
especificas del TOC que podrian ser endofenotipos como: la hiperactivacion del circuito
corticoestriado talamo cortical (CSTC), la respuesta disfuncional a tareas conductuales y la
dificultad de adaptacion a los cambios estimulo (E)-refuerzo (C) (Monteiro and Feng, 2016).
Esto ultimo tiene relacion con la representacion de las compulsiones como habituales en

desmedro de comportamientos dirigidos hacia objetivos. Se denomina modelo del ‘hébito’



debido a que no tienen proposito ni objetivo las compulsiones. Sumado a que las

compulsiones se conceptualizan como habitos desadaptativos (Robbins et al., 2019).

2.2 El circuito Cortico-estriado-talamocortical en el TOC.

La etiologia del TOC es ain desconocida. Sin embargo, numerosas investigaciones
han demostrado alteraciones anatomicas y funcionales en el circuito Cortico-estriado-talamo-
cortical (CSTC) (Pittenger et al., 2011)(Wu et al, 2012)(Milad, M. R., & Rauch,
2012)(Burguiére et al., 2015)(Monteiro and Feng, 2016). Estudios de neuroimagenes han
indicado que en el TOC existen anormalidades en la corteza orbito frontal (OFC) (Saxena et
al., 1999), la corteza cingulada anterior (ACC), el tdlamo y zonas de los ganglios basales
(Saxena et al., 1998), asi como la interaccion funcional entre algunas de estas zonas; también
hay evidencia de alteraciones en los circuitos amigdalo-corticales (Burguicre et al., 2015).
En relacién a OFC en imégenes funcionales y resonancia magnética estructural se sugiere
hiperactividad (Robbins et al., 2019)(Monteiro and Feng, 2016) de esta zona y se cree que
posee un rol relevante en la generacion de pensamientos especificos. La corteza cingulada
anterior (ACC) envia conexiones a cuerpo estriado conformado por caudado y putamen en
humanos. El estriado recibe conexiones excitatorias desde ACC, OFC y corteza prefrontal
(Monteiro and Feng, 2016). Se ha evidenciado hiperactividad principalmente en el ntcleo

caudado (Baxter et al., 1987).



Al respecto, los Ganglios Basales son responsables de dar inicio al movimiento; su
estimulacion frena la accion y funcionan a través de la desinhibicion. Si se piensa el sistema
motor organizado en niveles jerarquicos, los ganglios basales estarian en el primer nivel, a
cargo de la iniciacion del movimiento. También se han encontrado alteraciones en estas
estructuras mediante estudios de resonancia magnética estructural y funcional, sumado a
tomografia por emision de positrones. Junto con alteraciones en la conectividad con la

corteza frontal (Robbins et al., 2019).

Como se ha mencionado, los estudios han permitido dilucidar que el circuito asociado
a conductas compulsivas tiene un componente cortical (OFC) hiperactivo (Robbins et al.,
2019)(Monteiro and Feng, 2016), que deberia efectuar el control inhibitorio, y uno estriatal
(ntcleo caudado) hiperactivo asociado al movimiento (Fineberg et al., 2009). Las anomalias
en uno o ambos componentes podrian generar comportamientos compulsivos, ya sea una
posible disminucion en la actividad de la OFC, y/o una hiperactividad dentro de los elementos
estriatales. La primera posibilidad se sustenta en estudios que utilizan técnicas de resonancia
magnética estructural, que han encontrado consistentemente una disminucion de la materia
gris en la OFC en pacientes con TOC (Menzies et al., 2008). Por otro lado, la hiperactividad
estriatal se ha observado en sujetos compulsivos, asociado con una hipoactividad estriatal
asociada a las recompensas. En estos casos, es posible que el desempefio de las conductas
repetitivas en si misma se vayan robusteciendo con el tiempo, aunque conlleve consecuencias
negativas a largo plazo. Es decir, se tornan mas impulsivos con el tiempo y esto se asocia a

una disminucién de la activacion estriatal a las recompensas (Fineberg et al., 2009).



Para comprender mejor el circuito CSTC, es relevante describir brevemente su
funcionamiento y componentes principales, para posteriormente comprender las alteraciones.
Segun la perspectiva clasica, este circuito esta compuesto por dos loops o bucles, conocidos
como la via directa y la via indirecta. A continuacion, se grafica en la Figura 1. La via directa
envia sus aferencias excitatorias desde la corteza hacia el estriado (neoestriado). Desde aqui
suceden dos cosas: la primera es que recibe aferencias excitatorias (D1) desde la porcion
compacta de la sustancia nigra. La segunda via, se dirige con conexiones transitoriamente
inhibitorias hacia el segmento interno del globo palido/sustancia nigra (complejo pars
reticulata/Gpi); este es lugar de salida de las proyecciones inhibitorias del globo palido hacia
el talamo. Las proyecciones inhibitorias hacia el globo palido/sustancia negra inhiben una
inhibicion activando el tdlamo (Saxena et al., 1998) y éste a su vez activa la corteza, enviando
aferencias transitorias excitatorias a ésta (Kandel et al., 2000). Por otra parte, la via indirecta
también va de corteza hacia estriado; esta via tiene tres sinapsis inhibitorias, a diferencia de
la directa que cuenta con dos. Esto implica que efectua un bucle de retroalimentacion
negativa, impide el movimiento que ya estaba en el plan de marcha. Desde el estriado,
proyecta conexiones inhibitorias hacia el segmento externo del globo palido y este inhibe al
nucleo subtalamico, que al mismo tiempo activa al Globo palido interno/sustancia negra
(parte reticular). Entonces inhiben a los nticleos taldmicos y este a su vez a la corteza. Es
relevante mencionar que el estriado (caudado y putamen) recibe aferencias inhibitorias desde
la porcion compacta de la sustancia nigra (D;) (Kandel et al., 2000). Las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra compacta actian sobre el caudado y putamen, a través
de dos receptores D (via directa) y D> (via indirecta). Se considera que, en presencia de

dopamina, se ‘activa’ la via directa y la corteza, mientras que se ‘apaga’ la via indirecta, esto

10



implica que la corteza no estd inhibida (Ostrosky-Solis, 2000). Los neurotransmisores
presentes en este circuito son: glutamato y GABA, y ademds es modulado por dopamina,
serotonina, acetilcolina, entre otros (Saxena et al., 1998)(Wu et al., 2012).

La nocién de ‘trastorno del circuito” CSTC se ha tomado desde los Trastornos del
movimiento hacia las enfermedades neuropsiquiatricas como el TOC y el Tourette. A partir
de la disfuncion de los loops no motores dentro del circuito CSTC parece que se generan
condiciones neuropsiquiatricas como el TOC y el Tourette. En el TOC partes del circuito
limbico que se originan en la corteza oribitofrontal aparentemente estdn involucrados
(Robbins et al., 2019). Se denomina circuito afectivo (ventral) estaria desequilibrado con un
predominio de la via directa enviando sefiales excitatorias al estriado. Por el contrario, el
circuito cognitivo dorsal presenta un predominio de la via indirecta (mayor inhibicion
talamica disminuye la excitacion en la corteza) explicaria los déficits en el control cognitivo.
Por tanto, habria un desbalance entre ambos. Se cree que la hiperactividad de los circuitos
afectivo-cognitivos ventrales que posiblemente son responsable de los sintomas de ansiedad

y conductas perseverantes (Alonso et al., 2015).

Algunos sintomas del TOC como el acaparamiento y la rumiacién mental obsesiva,
se sugiere que estan mediados por el estriado ventromedial, el globo palido y el tdlamo dorsal
medial (estas estructuras se conectan con la OFC) (Saxena et al., 1998). Ambos sintomas se
relacionan con la reverberacion del sistema. Es decir, un desbalance entre la ruta indirecta y
la directa produciria una hiperactivacion del sistema. Esto se asocia con la incapacidad para
cambiar hacia otros comportamientos y quedar atrapados en preocupaciones sobre si mismos

relativo a los pensamientos y compulsiones concomitantes (Saxena et al., 1998). Del mismo

11



modo se ha evidenciado en humanos la necesidad autoinformada de realizar habitos se asocid

con la hiperactividad aberrante del nticleo caudado (Gillan et al., 2016).

Se evalua que las desregulaciones en los sistemas corticoestriatal son comunes a los
principales trastornos psiquiatricos. Por esto, es relevante encontrar los sustratos propios del
TOC. Es decir, los biomarcadores psicofisioldgicos y neurocognitivos. Posibles cinco
endofenotipos del TOC significativos para apoyar la teoria corticoestriatal entorno a
desregulaciones en las funciones ejecutivas: inhibicion de la respuesta, flexibilidad cognitiva,
planificacion (acciones dirigidos a objetivos), memoria de trabajo y monitoreo de errores
(Robbins et al., 2019). En relacion con la inhibicion de la respuesta en pruebas de
rendimiento, los pacientes TOC (y subtipos) obtuvieron un rendimiento descendido y se
correlaciond6 a cambios estructurales significativos de la materia gris en regiones

corticoestriatales ya mencionados (Menzies et al., 2008).

Acerca de la dificultad en planificacion se ha evidenciado una hiperactividad
frontoparietal que se asocia a una red ineficiente en este &mbito. Igualmente, algunos de los
sintomas del TOC provienen, en términos conductuales, de la dificultad para integrar los
comportamientos instrumentales y los aprendizajes E-R posiblemente por una falla en la via
OFC lateral afectando el flujo de salidas estriatales. Debido a los supuestos roles de estas

estructuras en el condicionamiento clésico e instrumental (Balleine and O’Doherty, 2010).

Finalmente, se destaca en algunos trabajos recientes en neurobiologia y genética que

proponen que los circuitos frontoestriatales y sus vinculos con ganglios basales, tdlamo y
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tronco cerebral son blancos eficaces para la intervencion terapéutica del TOC (Burguicre et
al., 2015). Recientemente, ha sido objetivo de tratamiento el nicleo accumbens (NAC) y

lareduccion de la conectividad funcional excesiva en areas corticales (Robbins et al., 2019).

2.3 Farmacoterapia utilizada

Desde una perspectiva farmacolodgica, se ha buscado intervenir las alteraciones o
sintomas del TOC mediante medicamentos que bloquean la accidon de sistemas de
neurotransmisores. Sin embargo, atin no hay tratamientos 100% efectivos para este trastorno.
Los tratamientos de primera linea son utiles en uno de cada tres casos (Pittenger, 2015).
Predominantemente, se ha seguido la hipotesis monoaminérgica. Desde la década de los
noventa, el uso de inhibidores de la recaptacion de serotonina (IRS) como la clomipramina
un antidepresivo triciclico (Robbins et al., 2019) y los medicamentos actuales que son
inhibidores selectivos (ISRS), como citalopram y fluoxetina (Wu et al., 2012) constituyen la
farmacoterapia de primera linea (Li et al., 2006). La eficacia de estos farmacos en pacientes
con TOC ha sido la base de la hipotesis serotoninérgica (Joel, 2006a). Se considera que los
farmacos que afectan los niveles de este neurotransmisor podrian cambiar el equilibrio de las
vias directa e indirecta, disminuyendo la actividad del circuito (Saxena et al., 1998) y el
tratamiento es a largo plazo para que sea efectivo. Sin embargo, pese a que los ISRS son la
farmacoterapia aprobada para el TOC, la respuesta al tratamiento es efectiva solo entre un
40% a 60% (Toro-Martinez, 2005) y muchos pacientes continian siendo afectados por sus
sintomas (Wu et al., 2012). Por lo tanto, hay un importante nimero de pacientes que son
resistentes a la intervencion farmacolédgica disponible, ademads el tiempo de tratamiento es

mucho mayor que el requerido para una depresion (Li et al., 2006).
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En el caso de la dopamina, su implicancia en la fisiopatologia del trastorno se debe al
rol de este neurotransmisor en la actividad de los ganglios basales. Por esto, se han realizado
tratamientos con farmacos que bloquean la accion dopaminérgica que lamentablemente no
son del todo efectivos. Se ha considerado que el bloqueo selectivo de D; tendria que
intervenir en la via directa disminuyendo el ‘tono’ de la actividad del circuito, reduciendo los
sintomas del TOC. Del mismo modo, se ha efectuado terapia combinada de IRS con drogas
antipsicéticas cuyo blanco farmacologico es el receptor D>, disminuyendo los niveles del

receptor y del transportador de dopamina en los ganglios basales (Escobar et al., 2019).

Actualmente, se ha explorado nuevos tratamientos orientados a modular la accion de
otro neurotransmisor implicado en el circuito CSTC: el glutamato (Pittenger et al., 2006).
Este es el principal neurotransmisor excitador del SNC y tiene una funcién diferente a los
neurotransmisores monoaminérgicos. Ademas, las neuronas que utilizan el glutamato como
neurotransmisor estan distribuidas por todos los circuitos cerebrales. Esta estrategia
moduladora se basa en datos que apuntan a una desregulacion de glutamato en la
fisiopatologia del TOC (Chakrabarty et al., 2005)(Monteiro and Feng, 2016). En particular,
farmacos que actian sobre el receptor de glutamato ionotrépico NMDA (NMDAR) (Wilhelm
et al., 2008) han mostrado efectos beneficiosos para el tratamiento del TOC (Escobar et al.,
2019) incluyendo ketamina y memantina (Kataoka et al., 2010). Varias lineas de
investigacion sugieren que la desregulacion del glutamato esta implicada en la fisiopatologia
heterogénea del TOC, sin embargo debe considerarse como un factor dentro de la

complejidad del fendmeno (Pittenger, 2015). El glutamato es el neurotransmisor primario
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dentro del circuito CSTC (Wu et al., 2012). Asimismo, se ha constatado que la transmision
glutamatérgica estd alterada en el TOC dentro del circuito CSTC (Wu et al., 2012). La
alteracion en la comunicacion sindptica podria estar en diferentes niveles: presindpticos,
postsinapticos o glial. No obstante, estudios genéticos y modelos animales sugieren que la
disfuncién en la sefalizacidon ocurre a nivel postsinapico (Pittenger et al., 2011)(Delgado-

Acevedo et al., 2019).

2.4 Genética del TOC

Aungque las causa exactas que lo originan aun no son del todo claras, el TOC tiene un
componente genético fuertemente establecido (National Institute of Mental Health,
2010)(Nestadt et al., 2000)(Wu et al., 2012). En este sentido, se ha descrito un componente
hereditario en el rango de 45%-65% (Van Grootheest et al., 2005) de la enfermedad y un
patron de herencia de tipo de dimorfismo sexual que podria implicar la participacion del
cromosoma X. Al mismo tiempo, esto daria cuenta de las diferencias entre sexos producto
del desarrollo o la presencia hormonal (Dickel et al., 2006). Ademas, se ha observado una
muy alta concordancia sintomdtica en gemelos monocigdticos (80-87%) respecto a
dicigoticos (mellizos) (47%-50%) (Dickel et al., 2006)(Van Grootheest et al., 2005) (Arnold
et al., 2006). Se ha observado diferencias entre el TOC de inicio temprano (promedio 11
afos) y tardio (promedio 23 afios). El primero, tiende a ser mas severo, hay mas presencia de
componentes genéticos, se presenta mayoritariamente en hombres y presentan baja respuesta
al tratamiento (Taylor, 2011).

Diversos estudios de ligamiento y de asociacion en casos-controles han posicionado

al gen SLC1A41 como un posible gen candidato de interés en el TOC (Pittenger, 2015). Este
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gen codifica el transportador de glutamato EAAT3 (Excitatory Amino Acid Transporter 3),
expresado mayormente en la membrana postsindpica y perisinaptica (He et al., 2000)(Wu et
al., 2012). EAAT3 pertenece a una familia de transportadores encargados de controlar los
niveles extracelulares de glutamato y prevenir su exotocitoxidad; ademas, tiene una funcion
importante en la produccion de antioxidantes neuronales (Pittenger, 2015). EAAT3 participa
en el control del glutamato que difunde de la region sinaptica (spillover) hacia la perisindpsis
(He et al., 2000) en las regiones del circuito CSTC, corteza, hipocampo, cerebelo, estriado y
ganglios basales (Rothstein et al., 1994)(Bjern-Yoshimoto and Underhill, 2016), tanto en

neuronas GABAérgicas como glutamatérgicas (Dickel et al., 2006).

2.5  Modelos animales tipo TOC

Los modelos animales de enfermedades mentales son esenciales para comprender sus
mecanismos neurobiologicos subyacentes, cruciales para el avance clinico (Joel,
2006b)(Goltseker et al., 2015). Es relevante tomar en cuenta que un modelo nunca podria
recapitular un sindrome psiquiatrico completo. Por tanto, los modelos de TOC no deben
tomarse como modelos animales de la enfermedad sino de alguno de los procesos

psicopatologicos (Alonso et al., 2015).

En las ultimas tres décadas (Alonso et al., 2015), se han descrito en la literatura
diversos modelos animales de TOC (Joel, 2006b). A diferencia de otras patologias
neuropsiquiatricas, como por ejemplo trastornos de ansiedad o depresion, existen

limitaciones evidentes en el uso de modelos animales en el estudio del TOC, dado que no es
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posible modelar las obsesiones (Maio et al., 2014). El diagnostico de TOC depende
fuertemente de las verbalizaciones del paciente, y son parte de la vivencia interna (sus
obsesiones). Ante la imposibilidad de modelar sintomas de naturaleza cognitiva del TOC
tales como las obsesiones, los modelos animales se focalizan en ansiedad, en estereotipias o

conductas repetitivas y compulsividad que estan presentes en el TOC (Alonso et al., 2015).

Para evaluar modelos animales de enfermedades mentales, se utilizan tres criterios de
validacion externos (Martin, 2008): validez aparente, validez predictiva y validez de
constructo, descritos originalmente por Willner (Willner, 1986). La validez aparente da
cuenta de que el modelo se comporta sintomatoldgicamente similar a la condicion humana
estudiada. La validez predictiva se refiere a la capacidad del modelo de predecir marcadores
especificos de la patologia, incluyendo la respuesta a farmacos que son eficaces en el
tratamiento en humanos; este tipo de modelos predictivos usualmente son producidos desde
la informacion clinica (Witkin, 2008). Por ultimo, la validez de constructo se refiere a que el

modelo tiene una légica tedrica solida (Goltseker et al., 2015).

Los modelos animales se pueden categorizar en tres ambitos: genéticos,
farmacolégicos y conductuales. Dos modelos genéticos han sido particularmente relevantes
en develar el rol del glutamato en TOC. Los ratones deficientes (knockout) de Sapap3 y
Slitrk5, ambas proteinas presentes en sinapsis glutamatérgicas y altamente expresadas en
regiones estriatales, presentan defectos en la transmision en la via corticoestriatal (Shmelkov
et al., 2010) de las sinapsis glutamatérgicas (Ting and Feng, 2011) y muestran un fenotipo

conductual relevante al TOC (o tipo compulsivo) (Welch et al., 2007). Respecto a los
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comportamientos tipo TOC en Sapap3, se ha observado un aumento en las conductas tipo
ansioso y en el aseo (grooming) que implica mayor pérdida de pelo y lesiones en la piel
(Welch et al., 2007). En el caso de Slitrk5, presenta conductas similares a Sapap3 y en ambos

casos se puede revertir con ISRS (Shmelkov et al., 2010).

Se conocen algunos modelos transgénicos como DICT-7, Hoxb8, 5-HT>c cuya
asociacion al TOC se efectud a partir de similitudes conductuales (Joel, 2006a). En el caso
del raton knockout del receptor 5-HT2c, ademads, el gen ha sido implicado previamente en
estudios genéticos de TOC. En el aumento de conductas tipo compulsivos como la

masticacion de arcilla aumentada (Chou-Green et al., 2003).

Los modelos farmacoldgicos se obtienen a partir del uso de farmacos que inducen
comportamientos similares a las conductas TOC en humanos. Uno de los modelos mas
utilizado es el uso del quinpirol, un agonista de receptores de dopamina D»/D3, que provoca
un comportamiento de verificacion compulsiva (Szechtman et al., 1998). Se observo en ratas,
que luego del tratamiento repetitivo con quinpirol los animales aumentaron las visitas a
lugares determinados en comparacion a los controles (Szechtman et al., 1998). Otro modelo
es el efectuado por Yadin et al. en 1991, quienes demostraron que la administracion de 8-
OHDPAT, un agonista del receptor de serotonina 5-HTia, disminuyd la alternancia
espontdnea en ratas en una prueba de laberinto en T (T maze), propiciando la perseveracion

e indecision (Yadin et al., 1991).
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Respecto a los modelos conductuales, se pueden dividir en comportamientos
repetitivos y estereotipicos que ocurren naturalmente como masticar, conductas motoras

inducidas por estrés, limpieza (grooming) (Pitman, 1989) entre otros.

2.6  Elraton EAAT3glo/CMKII como modelo de TOC

Recientemente, nuestro laboratorio ha desarrollado y descrito al raton
EAAT3glo/CMKII como modelo genético relevante para el TOC (Delgado-Acevedo et al.,
2019). Este raton sobreexpresa EAAT3 en neuronas principales del telencéfalo (bajo
promotor CamKIla). Brevemente, el comportamiento ansioso se evidencid6 mediante la
prueba de campo abierto (pasan menos tiempo en el centro que los controles) y de luz-
oscuridad (preferencia exacerbada por la zona oscura). Por otro lado, estos ratones pasan un
mayor tiempo realizando conductas repetitivas como el acicalamiento (grooming) o
enterrando bolitas (marble burying) respecto a los ratones control, sin observarse diferencias
en actividad locomotora horizontal (Delgado-Acevedo et al., 2019). Estas conductas fueron
atenuadas mediante la administracion crénica de clomipramina y fluoxetina. Estos datos
otorgan validez de constructo, aparente y predictiva al modelo, y proporcionan nueva
evidencia del rol de EAAT3 en la fisiopatologia del TOC. Més aun, el mismo estudio
demostré que ratones EAAT3glo/CMKII no presentan déficits en la adquisicion ni en la
extincion de una memoria aversiva, instalada mediante condicionamiento clasico de miedo
contextual. Sin embargo, si presentaron una mayor recuperacion espontanea de esta memoria,
indicativo de alteraciones en la extincion a largo plazo de memorias aversivas. El proceso de

extincion se produce por un debilitamiento de la respuesta al estimulo condicionado, debido
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a la ausencia de exposicion repetida al mismo y se cree que podria estar mediada, entre otras
estructuras, por la corteza orbitofrontal (Schafe et al., 2001). Un déficit en la extincion es una
caracteristica recientemente descrita tanto en pacientes TOC (Mattina et al., 2016)(Milad, M.

R., & Rauch, 2012) como en pacientes con Trastorno de Estrés Postraumatico (TEPT).

El modelo EAAT3glo/CMKI]I, a la fecha, solo ha sido evaluado en un grupo discreto
de comportamientos tipo-TOC, y no se ha indagado si presenta comportamientos repetitivos
en otras pruebas adicionales, tanto espontdneas como inducidas, que pudieran ser relevantes

para la caracterizacion mas acabada del modelo.

2.7  Pruebas para evaluar conductas repetitivas

Una de estas pruebas es el Condicionamiento Instrumental, que es basado
predominantemente en un mecanismo asociativo Accidon-Resultado (A-O). El
comportamiento dirigido a objetivos esta controlado por los estimulos (E) que anteceden a
las consecuencias (C) (Yin and Knowlton, 2006). De hecho, el comportamiento instrumental
u operante también es denominado “acciones dirigidas a un objetivo” (Rossi and Yin, 2012).
Sin embargo, se ha descartado que s6lo sea una prueba dirigida a metas (Tolman, 1932). El
condicionamiento instrumental se describe en términos del contexto del estimulo (E), la
respuesta instrumental (R) y la consecuencia (C) de la respuesta. En el caso de un
reforzamiento positivo, se denomina reforzador, a la consecuencia esperada producto de la

respuesta al estimulo contextual (Domjan, 2010).
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En el condicionamiento instrumental libre, se repite sin restricciones la respuesta
instrumental (por ej: en la prueba T es limitado) de manera continua y se produce
comportamientos estereotipados (Pisacreta, 1982). Asimismo, hay diferentes programas de
entrenamientos, un programa es el criterio bajo una determinada tasa de respuestas se va a
recibir el reforzar. Uno de ellos es el de Razén fija (en inglés FR) es un programa de
entrenamiento continuo, al principio se espera aumento en la tasa de respuesta y después
permanecera estable (Domjan, 2010).

En este tipo de aprendizaje se producen dos tipos de asociaciones del tipo E-R y E-C.
La primera asociacion E-R, el contexto expone al sujeto a los estimulos del entorno que
anticipan la respuesta y las consecuencias fortalecen o debilitan el enlace E-R. Una vez que
ocurre una respuesta inesperada seguida del reforzador. Se instala la asociacion E-R (Hull,
1943). Este procedimiento se llama Ley del efecto sefialada por Thornike (1905) (Pinillos,
1960), hace referencia a que se aprende en virtud de las consecuencias y que las asociaciones
se fortalecen si se siguen de una recompensa. Respecto a esto, se sefiala que el control de la
conducta, producto del establecimiento del emparejamiento E-R, se externaliza en las sefiales
del contexto (Wood and Neal, 2007).

En cuanto a la asociacién E-C, se considera como uno de los mecanismos de la
expectativa de la recompensa que puede motivar la conducta instrumental. Si ocurre un
estimulo que sefiala un evento, se espera a que pase algo importante una vez que vuelve a
suceder el estimulo o bien permite predecir que algo va a ocurrir. Entonces ineludiblemente
se va a emparejar el estimulo (E) con el reforzador (C) y otorga la posibilidad para el
condicionamiento clasico (Domjan, 2010). Entonces, el condicionamiento clasico tiene un

rol en la conducta operante (Spence, 1956). Debido a que son los estimulos los que se asocian
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a la consecuencia de la respuesta y a un estado emocional positivo (suponiendo que el
reforzador tiene una valencia positiva). Este tipo de asociacion puede incrementar la
respuesta ya que crea la expectativa de la recompensa (Domjan, 2010).

Luego, en la etapa de extincion de la conducta operante, se considera un proceso
activo y se omite el reforzador (C). Se esperan dos efectos basicos, uno es que aumenta la
variabilidad de la respuesta (buscando mas alternativas para conseguir el reforzador) y
segundo, disminuye la respuesta objetivo sin el reforzamiento (Domjan, 2010). Esto ultimo,
sucede porque se espera una recompensa y no sucede, entonces hay frustracion de la
expectativa. La frustracion se traduce en una reaccion aversiva incondicionada (Papini,
2003). Es la emocion aversiva que desanima la respuesta (R) y genera una nueva asociacion
inhibitoria E-R (Rescorla, 2001). Se ha evidenciado una dificultad en pacientes TOC para
producir una asociacion inhibitoria E-R de aprendizajes previos (Robbins et al., 2019). Por
otra parte, el programa de entrenamiento FR1 es de tipo continuo y no produce fijacion de la

respuesta en extincion (Domjan, 2010).

Adicionalmente, se han descrito otras conductas espontaneas en modelos animales,
como la conducta aberrante de anidamiento y la de masticacion de material no digerible
(pléstico). Ambos comportamientos se han sugerido como relevantes para patologias como
TOC debido a que son conductas repetitivas en las que “se pierde la meta”. En el caso de la
conducta alimenticia, esta tiene una finalidad de supervivencia primaria; sin embargo, en
ratones knockout del receptor de serotonina 5-HT>c, que presentan comportamientos tipo
compulsivos, se encontrd que estos tienden a comer mas material no digerible por sobre los

nutritivos (Chou-Green et al., 2003). Por tanto, se pierde el objetivo primario. Del mismo
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modo, se ha observado un comportamiento repetitivo aberrante tipo compulsivo en una
conducta comun a todas las especies de mamiferos como es la de anidamiento. El
anidamiento aberrante ocurre cuando el animal utiliza mayor cantidad de material de nido
que los controles, ambos cuentan con material para anidamiento en exceso (Gomez-Marin

and Ghazanfar, 2019).

Planteamiento del problema:

Dado que el raton EAAT3glo/CMKII presenta alteraciones relevantes para el TOC,
cabe preguntarse si este fenotipo se manifiesta en otros paradigmas. Estos resultados podrian
robustecer nuestro modelo animal de TOC, y en particular, describir por primera vez, las

posibles alteraciones en condicionamiento instrumental y su extincion.

2.8  Innovacién e impacto

La linea de investigacion que propone una desregulacion del glutamato en la
fisiopatologia del TOC es reciente. Nuestro estudio serd fundamental tanto para robustecer
el modelo EAAT3glo/CMKII en una nueva arista conductual, como para contribuir con
evidencia a la hipotesis glutamatérgica del TOC. Los resultados podrian contribuir a
establecer un endofenotipo tipo compulsivo altamente relevante para el TOC.
Eventualmente, este estudio también proporcionara datos que permitan elaborar nuevas
hipotesis y proyectar estudios posteriores que indaguen las alteraciones a nivel
neurofisioldgico involucradas en el fenomeno comportamental, a través de experimentos de
electrofisiologia. Por ultimo, el estudio del comportamiento dirigido a metas en animales

recientemente ha comenzado a solidificarse, teniendo grandes vacios en la producciéon de
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conocimiento (Rossi and Yin, 2012) y esta investigacion puede aportar a esta linea de

investigacion.
III.- HIPOTESIS
3.1  Hipotesis de investigacion

H1: Los ratones EAAT3glo/CMKII presentan un aumento de conductas repetitivas en

pruebas de condicionamiento instrumental comparados a ratones controles EAAT3glo.

IV.-

4.1

4.2

5.1

OBJETIVOS
Objetivo General
e Caracterizar el fenotipo conductual de ratones EAAT3glo/CMKII mediante
pruebas de comportamiento.
Objetivos Especificos
* Evaluar la adquisicion y extincidon del condicionamiento operante en los
ratones EAAT3glo/CMKII y controles.
* Evaluar las conductas espontaneas mediante la prueba de construccion de
nido y la prueba de masticado de plastico de los ratones EAAT3glo/CMKII

y controles.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones EAAT3glo/CMKII (n=12) y EAAT3glo (n=23) (grupo control)

machos y hembras, con un promedio de edad de 8 semanas al inicio del experimento. Los
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ratones fueron mantenidos en el bioterio del Laboratorio de Neurogenética de la UV, de 3 a
5 animales por jaula, en condiciones de temperatura y humedad controladas, con un ciclo luz:
oscuridad 12:12hrs (luz se enciende a las 7 AM), con agua ad-libitum y bajo supervision de
una veterinaria. Los ratones fueron alimentados con comida ad-libitum o restringida para
mantener el 85% del peso, segun la etapa del experimento. Los ratones fueron pesados a
diario y trasladados a cajas individuales al inicio de la prueba de anidamiento. Todos los
procedimientos se realizaron segun los lineamientos éticos descritos por el comité de bioética
de la Universidad de Valparaiso, y de acuerdo al Cuarto Taller de Bioética organizado por el
Comité Asesor Bioética Fondecyt-Conicyt (Conicyt, 2009). Asimismo, se plante6 la
realizacion de los experimentos bajo los principios de las 3 R: reemplazo, reduccion y
refinamiento (Kirk, 2018). Consecuentemente con el Gltimo punto, los animales no fueron
sometidos a procedimientos ni condiciones que provoquen sufrimiento ni dolor, ni
disminuyan su bienestar. Cada animal fue identificado mediante un aro metalico numerado
para su registro individual. Respecto a la reduccion, se utilizé el menor numero de animales
posible para obtener resultados estadisticamente relevantes. Dos ratones fueron excluidos del
estudio dado que mostraron signos de estrés agudo por el protocolo. Los experimentos se

realizaron siempre entre las 8:00 am y 13:00pm.

5.1.1 Restriccion de alimentos

Se establecid una pauta individual para cada animal segin edad, peso y sexo
comparado con la curva de crecimiento hasta llegar al 85% del peso. Se mantuvo la variacion
maxima de alimento de 0,3 gr diario sugerida por Minning, S. (2018) y Radke, A.

(comunicacién personal). Durante el periodo de restriccion de alimentos, los animales fueron
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manipulados por el experimentador (handling) por alrededor de 2 minutos, con la finalidad

de disminuir el estrés.

5.2 Pruebas de conducta espontanea
5.2.1 Anidamiento:

Se dispusieron 3.0 g de algoddén prensado por jaula, segin lo establecido por el
protocolo de Deacon ( 2006). La prueba se realizé durante la fase de oscuridad del animal
(19:00 hrs). El animal que estaba en grupo fue trasladado a una jaula individual una hora
antes de la fase oscura (18:00hrs). Se evalu6 la calidad del nido con una puntuacién en una

escalade 1 a5, segun la Tabla 1 (Deacon 2006).

5.2.2 Masticacion de rejilla de plastico (Plastic Chewing)

En el suelo de la caja-hogar se dejo una rejilla de plastico circular (diametro 7 cm, 3.0
g) por 10 dias. El animal estuvo con comida restringida (ver restriccion de comida en punto
11.5) y agua ad libitum. Al finalizar la prueba se pesé nuevamente la rejilla para calcular la
diferencia de cuanto fue lo que mordi6 el animal (Chou-Green et al., 2003). Esta prueba se
realiz6 en forma concomitante al condicionamiento operante, ya que en ambas pruebas se

requeria restriccion de alimentos.
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5.3 Pruebas de conducta adquirida
5.3.1 Aparato:

El condicionamiento operante se realiz6 en cuatro cajas ROBucket (Devarakonda et
al., 2016) construidas en nuestro laboratorio. El disefio original y su programacion fueron
adaptados para los requerimientos particulares de nuestro experimento.

Bésicamente, la caja ROBucket (Fig. 2) estd compuesta principalmente por un
Arduino UNO con tres sensores fotointerruptores, un nose poke housing que es la placa donde
se instalan los tres sensores (uno por cada agujero), y cada uno se programa con una funcioén
diferente. En este caso, al activarse el sensor de la derecha no se genera respuesta (inactivo),
mientras que el de la izquierda es el activo, da la sefal (junto a la emisioén de un tono) para
entregar la recompensa en el agujero del centro (magazine poke), que consiste en solucion de
sacarosa al 20%. La sacarosa es dispensada por una jeringa calibrada previamente al iniciar
el entrenamiento con la finalidad de entregar una cantidad estandarizada en cada oportunidad.
También cuenta con una placa de teclado con pantalla cristal liquido (LCD) que sirve para
programar el Arduino y una placa de registro de datos digital (SD) donde se almacenan los
datos. Esto se mont6 sobre una caja de plastico transparente, que fue el lugar de

entrenamiento de los animales (Fig. 3).

5.3.2 Condicionamiento Operante FR1

Previo a dar inicio al entrenamiento, los animales fueron trasladados a la sala de
conducta para su habituacion por 30 minutos. Para este experimento utilizamos una razon
fija de recompensa FR1, donde una respuesta en el agujero activo (nose poke) gatilla una

recompensa, genera la entrega de 10 uL de solucién de sacarosa al 20% en el agujero del
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centro, con un tiempo de espera de 1 s entre cada respuesta. Respecto a la entrega de sucrosa,
se verifico la programacion de Arduino a través de la medicion de la solucioén con una pipeta
de microlitro.

Se consider6 que la conducta era adquirida si cumplia los siguientes criterios: obtener
mas de 20 entregas de sacarosa en 3 sesiones consecutivas y exhibir una discriminacion
mayor de 2:1 en los nose poke activos versus inactivos, durante tres dias consecutivos. Este
criterio es similar a lo establecido en el protocolo original descrito por los creadores del
dispositivo ROBucket (Devarakonda et al., 2016). Aquellos ratones que no cumplieron con
el criterio de adquisicion al dia 9, fueron excluidos del estudio. Después de cada

entrenamiento, las cajas ROBucket fueron limpiadas con etanol al 70%.

5.3.3 Extincion de la conducta operante

Dado que los ratones estuvieron con restriccion de alimento, previo al entrenamiento
de extincion los animales fueron puestos en jaulas idénticas a las que viven normalmente,
con acceso ad libitum de alimentos. Esto tuvo como finalidad descartar el efecto de una
exacerbada motivacion por la recompensa, que pudiera interferir con la extincion(Baker et
al., 2012)(Rossi and Yin, 2012).

Luego, se efectud un entrenamiento de una hora en la caja ROBucket. Sin embargo,
en esta etapa del entrenamiento el nose poking activo estaba encendido, manteniendo el tono
emitido al realizar el nose poke por el arduino. Aunque, el animal no recibié ningtin refuerzo
positivo de la conducta ya que se desconectd la solenoide. Después del entrenamiento de

extincion los ratones fueron devueltos a sus cajas-hogares individuales.
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5.4  Disefio experimental

Las pruebas de comportamiento se dividieron en tres etapas. La Etapa I consistio en
separar a los animales en jaulas individuales para realizar la prueba de nido (dia 1), la
introduccion de la rejilla de plastico (dia 2), y la restriccion de alimentos hasta que el animal
alcanzase el 85% de su peso inicial, lo que se logrd, en promedio, alrededor de los 6 dias
consecutivos. La Etapa II consistié en el entrenamiento para adquirir la conducta operante
(dias 7 a 15), y en la ultima Etapa III se realizé la extincion (dias 16 al 21). En la Figura 4
se esquematiza todo el proceso experimental.
5.5  Analisis de datos

El andlisis cuantitativo de los datos se realiz6 a través del software GraphPad Prism
8. Para los datos que presentaron una distribucion normal, se utilizo ANOVA de dos vias (de
mediciones repetidas) seguido de test Bonferroni, o t-test de muestras pareadas, con una
significancia de p <0.05 y Bonferroni post-hoc test. La potencia del estudio se determiné al
80% debido al tamafio de la muestra. Se plante6 una Hipotesis Estadisticas HI: p 1 #p 2, p
< 0,05 (potencia de 80%). Para determinar la distribuciéon no normal de los datos se utilizé
la prueba de Shapiro. Posteriormente se analizaron con una prueba de estadistica no
paramétrica Mann-Whitney. A su vez, se ocupd la mediana como pardmetro por el tipo de

estadistica usado.
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VI.-  RESULTADOS

6.1  Evaluacion de conductas espontdneas mediante la prueba de construccion de nido y

la prueba de masticado de plastico.

Como se reportd previamente (Delgado-Acevedo et al., 2019), los ratones
EAAT3glo/CMKII muestran una conducta exacerbada de grooming inducido. Con el
objetivo de profundizar en la caracterizacion de este modelo, se evaluaron dos conductas
espontaneas. En primera instancia, calificamos la construccion del nido usando algodén
como material, segin la escala de Deacon (Deacon, 2006). El algodén (3 g) fue puesto la
noche anterior y la evaluacion ocurrié 12 h después. En este caso, tanto animales control
EAAT3glo como EAAT3glo/CMKII lograron construir el nido, el cual cumplié con los
criterios (ver Tabla 2), no encontrandose diferencias significativas entre ambos grupos
(EAAT3glo, mediana = 3,50, n=10; EAAT3glo/CMKII, mediana = 4,00, n=10; P= 0,74,
Mann-Whitney test; Fig. 5).

Para investigar si los ratones EAAT2glo/CMKII presentan otro tipo de conductas
repetitivas ademas del grooming, realizamos la prueba de masticacion de la rejilla de pléstico
(Chou-Green et al., 2003). Para ello se dispuso una rejilla circular de plastico de (7,62 cm de
diametro, de 7 a 6,5 g se peso individualmente cada una ya que tenian una variacion) por 10
dias en la caja hogar, retirandola el dia 10 para su analisis, calculando el delta de peso (ver
figura 5A) en relacion con los 7 g aproximados iniciales. También se hizo el mismo andlisis
de efectuado en el protocolo original para comparar los grupos (ver figura 5B). Ademas, se

modificé el protocolo original incluyendo la restriccion de alimentos durante el experimento
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con el objetivo de propiciar la masticacion. Sin embargo, los ratones de ambos genotipos
masticaron la rejilla en grado similar, no encontrandose diferencias significativas
(EAAT3glo, mediana = 0,05, n = 18; EAAT3glo/CMKII, mediana = 0,04 g, n=10; P = 0,83,
Mann-Whitney test; Fig. 6A)( EAAT3glo, dia 1 promedio = 7,084, dia 10 promedio = 6,99;
EAAT3glo/CMKII, dia 1 promedio = 7,147, dia 10 promedio = 6,91; P = 0,2056, Anova;

Fig. 6A) .

6.2  Evaluacion de la adquisicion y extincion del condicionamiento operante.

Este experimento tenia como principal objetivo estudiar posibles déficits en la
extincion de una conducta operante adquirida en el modelo EAAT3glo/CMKII. Para ello, los
ratones fueron sometidos a un sobreentrenamiento para aprender a realizar un nose poke
activo que consiste en introducir la nariz en un agujero objetivo (izquierdo), emite un sonido
dando una sefial, para recibir una recompensa en un agujero diferente (centro) y logra
discriminar que hay un agujero inactivo (derecha). Se utilizaron 18 controles EAAT3gloy 9
EAAT3glo/CMKII. De ellos, 7 ratones EAAT3glo y 5 EAAT3glo/CMKII alcanzaron el
criterio de adquisicion (ver métodos); 6 animales fueron excluidos del experimento debido a
inconvenientes técnicos durante el entrenamiento. La figura 7a muestra la adquisicion de la
conducta de nose poke para aquellos ratones que cumplieron con el criterio. Tanto los ratones
control EAAT3glo como EAAT3glo/CMKII aumentaron el nimero de pokes activos el dia
9 en comparacion al dia 1 de entrenamiento (Fig. 7B; EAAT3glo, 46,29 £12,29 pokes activos
el dia 1y 101,30 = 25,12 el dia 9; P=0,003, paired t-test; EAAT3glo/CMKII, 27,00+15,66
pokes activos el dia 1 vs 174,8+64,18 el dia 9; P =0,02, paired t-test; datos en promedio +

SEM) . Ambos grupos mantuvieron un bajo nimero de pokes inactivos: el grupo control el
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dia 1 tuvo 14,43+3,55 y el dia 9 realizaron 6,29+2,50 pokes. Del mismo modo, los animales
EAAT3glo/CMKII el dia 1 persentaron un respuesta de 14,20+6,76 y el dia 9 realizaron
7,204£5,23. Se observdo que fue significativo la diferencia del nimero de pokes
activos/inactivos (Fig. 7b) en el grupo control (P=0,003) y experimental (P =0,019) con una
interaccion de significativa en el dia 1 y dia 9 (P<0,0001). Los animales adquirieron el criterio
de adquisicion incrementaron significativametne la respuesta al poke activo entre el primer
dia y el utimo dia de entrenamiento, finalmente hubo una diferencia significativa entre las
respuesta del poke activo/inactivo. Respecto al poke magazine (del centro)( Fig. 7c y 7d) el
grupo control el dia 1 realizé 46,29 + 12,29 y el dia 9 101,31 £ 25,12. El grupo
EAAT3glo/CMKII efectud el dia 1 27,00 + 15,66 y el dia 9 respondio 174,82 + 64,18. En
este caso, en el grupo control no fue significativo la comparacion entre el dia 1 y el dia 9 con
un P=0,13 y en el grupo experimental P=0,09. Tampoco se encontrd diferencia al dia 9 entre

ambos grupos (P=0,64).

En la etapa de extincion (Fig. 7e y 7f), el grupo control en el dia 1 en el poke activo
obtuvo una respuesta de 68,86 £ 17,85 y el dia 6 de 21,57 £ 7,21. En tanto, el grupo
experimental en el poke activo presento en el dia 1 una media de 53,00 + 11,89 y el dia 6 una
media de 35,80 £ 6,98. En el caso del poke inactivo, el grupo control en el dia 1 tuvo 33,71
+ 13,61 y el dia 6 10,71 & 3,46. Por parte del grupo EAAT3glo/CMKII se obtuvo en el dia 1
una respuesta baja de 30,80+ 3,11 yen el dia 6 21,80 + 5,51. La comparacion entre los pokes
activos en el 1 dia y el dia 6 entre ambos grupos fue significativa (P=0,007). La interaccion
entre ambos grupos y los pokes activos/inactivos no fue significativa (F = 0,94, P=0,52). A

diferencia del nimero de pokes (P=0,002) y el genotipo (P<0,0001)(Fig. 7e).
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Respecto al poke del centro durante la extincion (Fig. 7g y 7h) el grupo control realizo
29,14+ 9,76 y el dia 6 13,14 = 2,81. Por otro lado, el grupo experimental se desempefio el
dia 1 30,20+6,40 y el dia 6 44,00 £10,54. Se observa una diferencia significativa en la

extincion del centro entre el grupo control y experimental el dia 6 (P=0,008).

VIL.- PROYECCIONES

7.1  Discusiones y limitaciones del estudio

Como se ha mencionado, las pruebas realizadas tuvieron por objetivo estudiar
conductas repetitivas o estereotipadas, que podrian ser aspectos psicopatologicos del TOC.
No se abord¢ las compulsiones debido a que atin no existen modelos que den cuenta de ellas,
ya que se entiende por compulsion el llevar a cabo una conducta estereotipada o habitual
(Fineberg et al., 2009) no deseada y potencialmente dafiina segin un patrén rigido o como
un medio para evitar consecuencias negativas (Eilam et al., 2012). Por otra parte, la
estereotipia se refiere a la constancia en el comportamiento generado mediante la
ritualizacién o la repeticion homogéneo de los patrones motores. No obstante, existen
conducta que son rituales motrices particulares, o bien una rigidez en la conducta, que estan
arraigados en la conducta de los animales para obtener mayor rapidez (Alonso et al., 2015).
Un comportamiento repetitivo efectuado tanto por machos como hembras es la construccion
de nidos que tiene una funcion protectora de los depredadores, ayuda en la reproduccion y a
conservar el calor corporal aislando el frio exterior (Deacon, 2006). Esta fue una de las
pruebas efectuadas para comparar el comportamiento del EAAT3glo/CMKII, sin embargo,

no se encontraron diferencias significativas. Una posible explicacion a este resultado se debe
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a las diferencias de sexo entre los grupos: en el grupo control mayormente hubo hembras (8
hembras de 10 total) y en el grupo experimental machos (6 de 10 totales). Pese a que es una
prueba realizada indistintamente por machos y hembras, se ha descrito que el factor hormonal
en hembras que aumenta la conducta de anidamiento (Slotnick, B.M. & Nigrosh, 1975). Otra
dificultad propia del protocolo de Deacon (2006), es que la escala posee una calificacion
subjetiva sobre la calidad del nido y en esto el margen de error posible es mayor. Por todo lo
anterior mencionado, seria recomendable modificar el protocolo a futuro incluyendo una
cantidad en exceso de material para nido, con el fin de indagar si existe una conducta
exacerbada en ratones EAAT3gloCMKII, asi como incluir cantidades similares de animales

de ambos sexos para evaluar dicha variable.

En la prueba de masticacion de pléstico, nuestro protocolo fue modificado del original
Chou-Green et al. (2003), ya que esta prueba se realizé durante la fase de restriccion de
alimentos previa al condicionamiento operante. Nuestros resultados indican que los ratones
controles masticaron una cantidad similar que los animales EAAT3gloCMKII, no se
evidencid una diferencia estadisticamente significativa. Este resultado es similar al obtenido
por Chou-Green et al. (2003) en esta prueba en el raton knockout 5-HT>c. Dicho modelo, sin
embargo, presentd diferencias estadisticamente significativas en el patron de masticado de
plastico, determinando cualitativamente una manera mas ordenada de mordeduras,
comparados a los animales controles. Este andlisis cualitativo no fue realizado en nuestro

estudio.
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Respecto a los resultados en el condicionamiento operante, en la etapa de adquicision
de la conducta no se observo una diferencia estadisticamente significativa con los animales
controles. El entrenamiento operante consistio en pruebas de entrenamiento de una hora
diaria recompensando la respuesta con un reforzador asociado a una sefial previa (tono). El
concepto de refuerzo hace alusion a procesos que mantienen o aumentan la ocurrencia de una
conducta. Esto podria ser originado por la suma de un estimulo positivo. Se plantea que el
refuerzo positivo se podria relacionar con la potenciacion a largo plazo, ya que aumenta la
eficacia sindptica de las neuronas de la via directa (Kravitz and Kreitzer, 2012). El programa
de reforzamiento continuo implica un estancamiento rapido y tiende a debilitarse con
facilidad si se retiran los reforzamientos (Robbins and Everitt, 1996). El programa de razoén
fija (FR) consiste en otorgar una recompensa después de un nimero fijo o constante de

respuestas.

Por otra parte, es importante recordar, que los aspectos asociados al establecimiento
de comportamientos perseverantes en el TOC tomando como modelo el establecimiento de
un habito han sido poco estudiados en los modelos genéticos disponibles. Se ha medido de
manera indirecta através de fallas en el control dirigido a objetivos. Esta manera de evaluar
la perseverancia del habito tiene un sélido sustento tanto desde la perspectiva conductal como

neural (Robbins et al., 2019).

En la prueba de extincion de la conducta operante se observd que los animales
EAAT3glo/CMKII presentaron un mayor nimero de magazine pokes (centro) que los grupos

controles en el ultimo dia de la extincion. Sumado a que, el entrenamiento efectuado es el
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tipo FR1 (una accion equivale a una recompensa) y se debi6 haber debilitado con facilidad
(Robbins and Everitt, 1996). Asimismo, la extincion no revierte los efectos de la adquisicion,
es decir, no son opuestos, sino que es un nuevo aprendizaje (E-R) inhibitorio que se
superpone a lo que aprendi6 con anteriodad (Domjan, 2010). Por lo tanto, estos resultados
indicarian que los ratones EAAT3glo/CMKII presentan una dificultad para efectuar el
cambio en el aprendizaje a la nueva situacion.

Esto daria cuenta de una falla en la actualizacion del valor de la recompensa
(retroaliementacion) que podria representar la primera parte de la formacion de habitos (etapa
cognitiva). Debido a que la formacion de habitos es un proceso extenso y complejo. (Robbins
et al., 2019). Los hébitos se adquieren a través de una historia de aprendizajes de refuerzos
que fueron recompensados o no (condicionamiento instrumental). A su vez, contamos con
un “sistema de dirigido a” que permite cambiar el rumbo de la accion cuando varian las

contingencias (Gillan et al., 2016).

Por lo anteriormente expuesto, esta prueba es relevante para el TOC, ya que podria
dar cuenta de una dificultad para extinguir la conducta adquirida, un aspecto que es propio
de un acto compulsivo (Joel et al., 2005). Al respecto, existen criticos que plantean que es
imposible modelar las compulsiones, debido a que son producidas por obsesiones y es
insuficiente con una conducta repetitiva (Alonso et al., 2015). Sin embargo, otros autores
proponen reconceptualizar el TOC para poder modelar las compulsiones, comprendiendo al
TOC como consecuencia de la falta de control top-down desde zonas corticales superiores,

responsables de funciones ejecutivas relevantes tales como la flexibilidad cognitiva y la
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inhibicion de la respuesta, junto a un circuito estriatal hiperactivo involucrado en la

formacion de hébito. (Chamberlain et al., 2005)(Gillan et al., 2011).

Entonces, se podria plantear que la conducta observada en los EAAT3glo/ CMKII
seria una conducta poco flexible y una respuesta persistente. Congruentemente, el
comportamiento de los ratones EAAT3glo/CMKII mostrado durante la extinciéon podria
conceptualizarse como un comportamiento habitual, los animales persistieron en un
comportamiento aunque no reciben recompensas (Rossi and Yin, 2012). El déficit presentado
en la extincidon también podria asociarse a una dificultad para llevar a cabo una respuesta
asociativa inhibitoria E-R denominada “reaccion aversiva de frustracion incondicionada”
producto de la reaccién a la vivencia de frustracion por no recibir una recompensa. Lo
anterior se podria extrapolar, con que se ha observado en pacientes TOC fallas en la
inhibicion de la respuesta que podria contribuir a la dificultad de ejercer control sobre las

respuestas habituales (Gillan et al., 2016).

Sumado a lo anterior, la prueba de condicionamiento instrumental, el refuerzo y la
recompensa estdn mediadas por las neuronas del estriado, especificamente la via directa
(Kravitz and Kreitzer, 2012), fuertemente implicada en la fisiopatologia del TOC. Es
relevante mencionar que las neuronas del estriado no responden al movimiento sin objetivo
sino que anticipan la recompensa, es decir, respaldan un movimiento dirigido a metas
(Kravitz and Kreitzer, 2012). Ademas, se ha evidenciado que el estriado dorsal en las

regiones asociativas desempefia una funcion clave en la formacion de las asociaciones de
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resultado de accion (A-O) (Hikosaka and Isoda, 2010). Sin embargo, en este caso, se
evidenciaria en los ratones EAAT3glo/CMKII un movimiento sin propdsito o bien no
realizan el cambio desde el predominio de un sistema sin modelo a otro por objetivos (no
reciben recompensas durante la extincion y continuan la conducta). Esto podria estar
asociado a que la conducta A-O se independiz6 de la recompensa y luego cuando se modificd

el contexto no se adapt6 la conducta a la ausencia de la contingencia.

Esto debido a que se ha evidenciado que un sobreentrenamiento produce un cambio
en el control conductual desde uno dirigido a objetivos hacia uno guiado por héabitos (Smith
and Graybiel, 2014). Se hace referencia a un sobreentrenamiento, cuando se mantiene la
conducta mas alla del periodo de adquisicion (en 5 dias promedio se puede adquirir una
conducta operante (Devarakonda et al., 2016)) y los animales tienden a mantener una tasa de
respuesta alta constantemente (Yin and Knowlton, 2006). Entonces con un
sobreentrenamiento hay un cambio conductual. Ademas, se ha observado en estriado que se
torna mas selectivo respecto a sus representaciones motoras. Es decir, si una accion se repite
una y otra vez en el tiempo (por ej: FR1 durante 9 dias) mientras mas se repite hay menor
actividad en las neuronas asociadas al movimiento, hay un cambio en la tasa de disparo. Esto
se puede relacionar con que el animal responde de una manera especifica ante la expectativa

de recibir una recompensa.

Segun dos sistemas de control del conducta (estrategias de aprendizaje), existe uno
basado en un modelo (A-O) y otro en ausencia de éste (habito) (Smith and Graybiel, 2014).

Desde esta perspectiva se asume que si un sistema asume el control del comportamiento el
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otro no. Sin embargo, esta suposicion es cuestionable, considerar que si una conducta de
deteriora se va a reforzar absolutamente otra (Robbins et al., 2019). Entonces, seria mas
pertinente hablar de un balance o un desbalance entre ambos sistemas (en el caso del TOC).
Si existe un predominio de asociaciones habituales (E-R), su incremente puede explicarse
por un menor control del sistema de acciones dirigido a objetivos. Se ha evidenciado que los
sustratos neurales son disociables. Por un lado, el sistema dirigido a objetivos esta mediado
por la corteza OFC y nticleo caudado (en roedores es estriado dorsal asociativo; DMS). Por
otro lado, el nucleo putamen vinculado a las asociaciones E-R del habito (en roedores estriado

dorsal sensoriomotriz; DLS) (Gillan et al., 2016).

Respecto al estriado dorsal se subdivide en lateral (DLS) y medial (DMS). Este tltimo
es considerado fundamental para adquirir conductas instrumentales y llevar a cabo acciones
dirigidas a un objetivo (A-O). Por otra parte, el DLS o estriado sensoriomotriz esta abocado
a respuestas de aprendizaje inflexible (E-R) (Smith and Graybiel, 2014). El estriado dorsal
lateral (DLS) esta implicado en la extincién de la conducta habitual (Smith and Graybiel,
2014)(Goodman and Packard, 2018). Por tanto, el DLS estaria implicado en la tarea de
adquirir un nuevo aprendizaje inhibitorio, disminuyendo el rendimiento de la respuesta y
participando en la extincion de la memoria mediado por mecanismos de plasticidad sindptica
(LTP). Esto ultimo, requiere la actividad de receptores de NMDA en sinapsis
corticoestriatales (Goodman and Packard, 2018). Este aspecto es relevante, ya que el
EAAT3glo/CMKII podria presentar problemas para realizar nuevas sinapsis y extinguir la
memoria operante. Dada la evidencia reciente de nuestro laboratorio de alteraciones en la

composicion de subunidades de los receptores de NMDA en el estriado de los ratones

39



EAAT3glo/CMKII asi como los déficits en plasticidad sindptica en la comunicacion cortico-
estriatal (Delgado-Acevedo et al., 2019), lo que podria ser la explicacion de las alteraciones
en la capacidad de extinguir (i.e adquirir y consolidar la inhibicién del la memoria operante
previamente aprendida), tal como se observd en los resultados donde los animales
EAAT3glo/CMKII presentaron mayor tasa de respuestas en el magazine poke que el grupo
control. Esta posibilidad requiere experimentos futuros que diseccionen especificamente las
alteraciones moleculares descritas a nivel de estriado completo, y las alteraciones funcionales

estudiando especificamente las sinapsis en el DLS.

Respecto a la restriccion de alimento, inicialmente se utilizd el protocolo de
restriccion descrito por Minning, S. et al (2018), sin embargo, se observo que el protocolo no
fue tolerado por un animal disminuyendo su peso abruptamente y falleci6. Se consult6 a dos
investigadores expertos (A. Radke y L. Kravitz) y a través de una serie de modificaciones,
se logr6 determinar el protocolo mas adecuado para la restriccion de alimento, considerando
la variabilidad de edad, peso inicial y sexo que tenian nuestros animales, de modo de generar
un protocolo individual para cada animal. Ademas, se corrobor¢ la relevante funcion que

cumple la restriccion de alimentos en la motivacion para aprender (Baker et al., 2012).

Una limitacién de los modelos experimentales actuales, es que no consideran el
dimorfismo sexual presente en la fisiopatologia del TOC y mayoritariamente utilizan machos
para los estudios (Joel, 2006a). Es relevante considerar dicho aspecto, debido a que se ha
detectado la funcidon regulatoria que tienen las hormonas en el TOC (Joel, 2006a). En

humanos, se observan diferencias sexuales en el curso de la enfermedad y respuesta al
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tratamiento (Brandes et al., 2004) entre Hombres (inicia antes de los 10 afos) y Mujeres
(después de los 10 afios) (Mattina et al., 2016). Si bien en este estudio se considero el aspecto
mencionado, no se distribuyé de manera homogénea los grupos por ejemplo en el
condicionamiento operante: de los animales que aprendieron del grupo control 5 hembras y
2 machos. Por el otro lado, los animales experimentales que adquirieron la conducta fueron

5 machos. Entonces, no fue posible evaluar las diferencias entre ambos sexos.

Finalmente, a futuro seria favorable continuar con experimentos ligados al
aprendizaje de conductas instrumentales y clasicas en animales EAAT3glo/CMKII. Primero,
posiblemente podria implementarse nuevamente el paradigma operante y su extincion,
fortaleciendo estadisticamente los resultados obtenidos. Luego, llevar a cabo el modelo de
atenuacion de sefial de Joel 2006 que se basa en el supuesto que los comportamientos tipo
compulsivos se producen debido a una disminucidén en la retroalimentacion del rendimiento
de respuestas en conductas dirigidas a objetivos en pruebas de condicionamiento clasico

(Joel, 2006b).

7.2 Conclusiones

Los animales EAAT3glo/CMKII no presentaron diferencias en las pruebas de anidamiento y
masticacion de material plastico respecto a los controles.

Los animales EAAT3glo/CMKII fueron capaces de aprender una conducta operante, y
presentaron diferencias significativas, respecto a los controles, en la extincion de dicha
conducta. Esta alteracion podria sefialarse como un comportamiento tipo compulsivo, que
puede depender de la alteracion en la composicion de subunidades de receptores de NMDA

expresados en el estriado dorsal de los animales EAAT3glo/CMKII.
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X.-  FIGURAS Y TABLAS

10.1 Esquema Ganglios Basales
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Fig. 1. Circuito esquematico de los Ganglios Basales (Yin and Knowlton, 2006).

10.2  Componentes de ROBucket

Fig. 2. Componentes del sistema ROBucket (Devarakonda et al., 2016)
56



10.3 Imégenes de ROBucket 2.0

Fig. 3. En A se observa la vista frontal de la caja ROBucket 2.0, en la parte superior izquiera esta la pantalla
LCD montada sobre la placa de Arduino Uno. La pantalla por un lado, por medio de los pines, conecta con el
relay (parte inferior) y este a su vez a la corriente para la valvula solenoide (elemento del centro de metal). Por
otro lado, recibe las conexiones desde los sensores de los agujeros nose poke.

10.4 Esquema del disefio experimental

Etapa I Etapa II Etapa III

\ A \
|

Dia 2:
¢ Restriccion de Alimentos
* Rejilla de Plastico

Dia 1: - Dia 7: Dia 16:
* Prueba de Nido ¢ Condicionamiento « Extincion de la
Operante conducta
¢ Finaliza restriccion
alimentaria

Fig. 4. Diseflo experimental: La primera prueba realizada fue la de anidamiento debido a que es necesario que
los animales no hayan sido manipulados. Luego, se inici6 la restriccion de alimentos de manera individual y en
cada caja hogar se deposito una rejilla de plastico. Una vez que los animales alcanzaron el peso 6ptimo, se
iniciaron las pruebas de condicionamiento operante y por ultimo, la extincion de dicha conducta.
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10.5 Descripcion de conductas

Tabla 1

Operacionalizacion de las variables

Variable

Operacionalizacion Pruebas Medidas

Se mide

comparando las Condicionamiento Promedio de pokes
medias entre el grupo | Operante activos de 9 dias.
experimental

y el control en las Extincion Promedio de pokes
pruebas de activos de 6 dias.
comportamientos. Se Algodoén utilizado
espera que la media Anidamiento para construir el

del

comportamiento

compulsivo sea mayor
que la del

control.

nido en 24

horas.

Masticar Plastico

Gramos masticados

durante 10 dias

Se define brevemente lo que se comprende como comportamiento compulsivo en este escrito junto a una escueta

descripcion cada una de las pruebas y la medida que se utilizo para su medicion.
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10.6  Puntajes de Anidamiento

Tabla 2
Escala de Puntuacion de la conducta de anidamiento
Puntaje Descripcion

1 Mas del 90% sin ser tocado.
2 Esté intacto entre el 50-90%, solamente rasgd parcialmente la tela.
3 Esté rasgado entre el 50-90%, esta esparcido por el suelo de la caja, no se

acumula en un sitio especifico.

4 Mas del 90% esta rasgado, se identifica un nido, pero es plano.
5 Mas del 90% esta rasgado, el nido es profundo con paredes mas elevadas a
la

altura del cuerpo.

La puntuacion corresponde a un criterio de observacion cualitativo. El investigador debe calificar segun su
criterio las caracteristicas del nido a calificar.
Nota. Recuperado de Deacon (2006).
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10.7 Resultados de Anidamiento
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Figura 5. En A se comparan las medianas del puntaje de anidamiento obtenido entre grupo control con el grupo
experimental. En B la variacion a través del tiempo que tuvieron las rejillas de plastico en ambos grupos, la
variacion no fue significativa, no hubo interaccion.

10.8 Resultados de Masticado Plastico
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Figura 6. Se comparan las medianas del delta de peso con relacion al peso inicial (aprox. 7g) entre el grupo
control y el grupo experimental.
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10.9 Resultados Condicionamiento Operante y extincion
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Figura 7. En A muestra la adquisicion de la conducta de nose poke activo para aquellos ratones que cumplieron
con los criterios. Va aumentando progresivamente el numero de pokes activos con el transcurso de los dias e
inversamente va disminuyendo el nimero de pokes inactivos en ambos grupos. En B se comparan las medias
del dia 1 y el dia 9 del poke activo entre ambos grupos. En C se describe el nimero de pokes magazine (centro:
lugar donde recibe la recompensa) efectuados por ambos grupos. En D se comparan las medias del dia 1 y el
dia 9 del poke magazine entre ambos grupos. En E se presenta la extincion de la conducta nose poke activo para
aquellos ratones que cumplieron con los criterios. Va disminuyendo progresivamente el numero de pokes
activos con el transcurso de los dias junto con la disminucion del nimero de pokes inactivos en ambos grupos.
En F se comparan las medias del dia 1 y el dia 6 del poke activo entre ambos grupos. En G se describe el nimero
de pokes magazine efectuados por ambos grupos durante la extincion. En H se comparan las medias del dia 1 y
el dia 6 del poke magazine entre ambos grupos.

61



10.10 Programacion anual de los experimentos

Tabla 3

Planificacion de las actividades

Carta Gantt de actividades a realizar

ACTIVIDADES

JUL

AGO

SEPT

OCT

NOv

DIC

ENERO

FEBRERO

MARZO

Preparacion de
laboratorio

Nido

Restriccion

Etapa |

Chewing

FR1

Etapa II

Extincion

Etapa IIT

Protocolo experimental

Extraccion datos

Analisis

Escrito

Presentacion

Se muestra de manera general las actividades que se llevaron a cabo para realizar este documento. En las cuales
hubo un retraso de dos meses respecto a lo presupuestado inicialmente. Debido principalmente a la dificultad
para contar con los animales necesarios para efectuar los experimentos. Sumado a problemas técnicos con las
cajas condicionamiento operante, que implicod sacar a un grupo del estudio, ya que la medicion no era valida.
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XI.-  PROTOCOLO Y PAUTAS PARA EXPERIMENTOS

11.1  Protocolo Condicionamiento Operante y extincion del comportamiento adquirido

adaptado para ROBucket modificada (creacion propia).

Etapa I:

Manejo animal y Restriccion de alimentos

Revisar la edad de los animales antes de iniciar el proceso de restriccion de
alimentos, menos de &8 semanas, es menos probable que ocurra el
condicionamiento.

Al alimentar a los animales es fundamental realizar handling para disminuir al
maximo posible los niveles de estrés en pro de su bienestar y también puede
hablar al animal porque se calma cuando reconocen la voz (observe la
respiracion).

Pese todos los dias a los animales, deben llegar hasta 85% de su peso para iniciar
el condicionamiento, con una variaciéon de 0,3 gr diario. Generalmente, si un
animal disminuye de 1g a 2g es posible iniciar el entrenamiento (ver tabla de
referencia de pesos).

La variacion maxima de peso diaria, para garantizar la salud del animal es de 1
gr.

En la pauta de restriccion anote el peso inicial y el peso correspondiente al 85%
hasta que puede llegar como referencia.
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e Semanalmente limpie la caja hogar de todos los animales y cambie el agua (revise

diariamente que estén tomando agua).

Etapa II:
Condicionamiento Operante

Antes de empezar el entrenamiento

e Preparar sucrosa al 20% para llenar las jeringas con 10 ml cada entrenamiento.

e Deje a los animales en la sala de entrenamiento durante 30 minutos para
habituarlos al lugar (inicie el temporizador del reloj).

e Posicionar en orden de N°1 al N°4 las cajas ROBucket.

e Asigne a cada caja hogar una caja de entrenamiento (poner una frente a otra para
organizar visualmente el entrenamiento) y saber qué animal esta en cada caja.

e Anote en la Pauta de Condicionamiento y extincion el nimero de caja ROBucket
asignado a cada animal.

e Agregue 10 ml de sucrosa en la jeringa y cebe manualmente la valvula solenoide.

e Programe el Arduino con FR1.

e Examine cada uno de los sensores en cada uno de los nose pokes (con guantes).

e Reinicie el Arduino y volver a programar FR1.

e Se mantiene la restriccion de alimentos durante todo el entrenamiento de
condicionamiento operante.

e Pese al animal, verifique que esté dentro del 85% de su peso y que esté en

condiciones optimas para iniciar el entrenamiento.
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e Considere que Ud. es un estresor para el animal por esto es fundamental cerrar la

cortina en la sala de conducta.

Durante el entrenamiento

e Deje al animal en la caja ROBucket asignada durante 50 minutos (inicie el
temporizador del reloj).

e Realice handling cuando los traspase de una caja a la otra y hableles (el sonido de
la voz los calma).

e Observe el comportamiento del animal.

e Verifique que los nose pokes estén funcionando correctamente.

e Revise si hay suficiente sucrosa en la jeringa.

= Al finalizar el entrenamiento

e Registre en la Pauta de Condicionamiento y extincion la cantidad de nose poke
efectuados.

e Devuelva a los animales a su caja hogar.

e Limpie la caja de entrenamiento con etanol al 70%.

e Limpie la valvula solenoide con agua destilada, para esto, se debe agregar 10 ml
de agua destilada en la jeringa y pulsar reiteradas veces el boton de cebado
manual. Paralelamente secar el nose poke del centro.

e Alimente a los animales luego de 20 minutos, segun lo que corresponda a su peso

(revise la pauta).
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Etapa III:
Extincion del comportamiento adquirido

Antes de empezar el entrenamiento

e Habituar durante 30 minutos en la sala de entrenamiento.

e Revisar que tengan comida disponible en el suelo de la caja hogar durante el
periodo de habituacion.

e Lavalvula solenoide debe estar desconectada, sino es posible que se queme al no
pasar liquido por la jeringa.

e Organizar las cajas ROBucket en orden inverso al condicionamiento y las cajas
hogar mantener en el mismo lugar.

e Deje a los animales en las cajas de entrenamiento.

Durante el entrenamiento

e Active el temporizador del reloj por 50 minutos.

e Realice handling cuando los traspase de una caja a la otra y el guante limpielo
con etanol al 70% para condicionarlos al olor (con cada animal hacer esto, ya que
identifica el olor y se tranquiliza).

e Observe el comportamiento del animal.

e Verifique que los nose pokes estén funcionando correctamente.

Al finalizar el entrenamiento

e Registre en la Pauta de Condicionamiento y extincion la cantidad de nose poke
efectuados.
e Devuelva a los animales a su caja hogar.

e Limpie la caja de entrenamiento con etanol al 70%.
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11.2  Protocolo de restriccion de alimentos Anita Radke

* Los ratones con restriccion comienzan a 3.5 g / dia y se reducen a 0.3 g / dia hasta que
alcanzan el 85% del peso de alimentacion libre.

* Se pesan los animales 5 dias a la semana y se ajusta los alimentos segun sea necesario. La
comida puede reducirse en 0,3 g/ dia, pero no mas, ya que es estresante para los animales.

* En el fin de semana, o en cualquier otro dia en que no se pueda controlar los pesos, sugiero
una cantidad constante sin reducciones. Si van a ganar granulos en la camara operante,
compensa esto los fines de semana o dias en que el comportamiento no se ejecuta.

* Mantenga el tiempo de alimentacion constante (dentro de una hora). Se sugiere ejecutar el
comportamiento a la misma hora cada dia y alimentar inmediatamente después de la sesion.

Considero que se desempeian mejor si han sido restringidos 24 h.
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11.3  Pauta de Condicionamiento y extincion

Dial Condicionamiento Dia 2

Fecha: Fecha:

N°deID [N° Activo |[Inactivo | Centro |N°de ID [N° | Activo | Inactivo | Centro
Dia 3 Dia 4

Fecha: Fecha:

N°deID [N° Activo |[Inactivo | Centro |N°de ID [N° | Activo | Inactivo | Centro
Dia 5 Dia 6

Fecha: Fecha:

N°deID [N° Activo |[Inactivo | Centro |N°de ID [N° | Activo | Inactivo | Centro
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Dia 7 Dia 8

Fecha: Fecha:

N°deID [N° Activo |Inactivo [Centro |N°de ID [N° | Activo |Inactivo |Centro
Dia 9

Fecha:

N°deID [N° Activo |Inactivo | Centro
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Dial Extincidon Dia 2
Fecha: Fecha:
N°deID [N° Activo |[Inactivo | Centro |N°de ID [N° | Activo | Inactivo | Centro
Dia 3 Dia 4
Fecha: Fecha:
N°deID [N° Activo |[Inactivo [ Centro |N°de ID [ N° | Activo | Inactivo | Centro
Dia 5 Dia 6
Fecha: Fecha:
N°deID [N° Activo |[Inactivo | Centro |N°de ID [N° | Activo | Inactivo | Centro
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11.4 Listado de Animales

Grupo N° Identificacion Genotipo Sexo
GRUPO 1 2695 0 Hembra
2698 0 Hembra
2699 0 Hembra
2771 1 Macho
2773 0 Macho
2779 0 Macho
GRUPO 2 2813 0 Macho
2815 0 Macho
2816 0 Hembra
2809 0 Hembra
2814 1 Macho
2808 1 Hembra
GRUPO 3 2811 0 Hembra
2812 0 Hembra
2843 1 Macho
2844 1 Macho
2845 1 Macho
2846 1 Hembra
GRUPO 4 2854 0 Hembra
2856 0 Hembra
2857 0 Hembra
2880 1 Hembra
2881 1 Hembra
2882 0 Hembra
2883 1 Macho
2884 1 Macho
GRUPO 5 3012 0 Macho
3014 0 Hembra
3015 0 Hembra
3017 0 Hembra
3018 0 Hembra
3019 0 Hembra
3020 0 Macho
3021 0 Hembra
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11.5 Tabla de Referencias de pesos

Sujet | G S Peso inicial | Grdial | Minimo gr Observaciones

olD

2813 |0 M 24 5 2,5-21g

2815 |0 M 23 4,3 2,5-20g

2816 | 0 H 20 3,8 2,7-17g

2809 | 0O H 18 3 2,3-16g Tienden a mantener
por dos o tres dias el
peso y luego bajan
abruptamente.  Ojo,
cuando estan en el
minimo.

2811 |0 H 24 4,5 3,7-21¢g

2812 | 0 H 23 3,5 3,3-20g

2814 |1 M 22 4 2,7-19¢g

2808 |1 H 20 3,5 2,5-18¢g Cuando llegas al
minimo, mantener por
dos dias y observar.

2843 |1 M 26 4 3-22¢g

2844 |1 M 23 3,7 2,7-20g

2845 |1 M 20 3,5 3,3-17g

2846 |1 H 19 3,5 2,5-17

2854 | 0 H 24 4 3-22¢g Fallecio, bajo rapido.

2856 |0 H 25 4 3-22¢g

2857 |0 H 27 5 2,7-23¢g

2880 |1 H 21 3,7 3-18g

2881 |1 H 21 3 2,5-18 g

2882 | 0 H 22 3,4 2,5-19¢g

2883 |1 M 26 4,5 2,7-23¢g

2884 |1 M 25 4 3-22¢g

3012 | O M 23 4 3,3-21g

3014 | O H 15 3,5 2,7-15¢g me dio susto restringir
mas

3015 | O H 19 3,5 2,7-18¢g aprendio rapido

3017 | O H 17 3,3 2,7-15¢g
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3018 | O H 17 3,5 2,7-16g no tolerd restriccion
(16g) , al decimo dia
decayé y tuve que
aumentar la comida,
ain asi aprendid al
final.

3019 | O H 17 3,5 2,7-16g

3020 | O M 23 43 3,3-22¢g

3021 | O H 18 3,5 2,7-17¢g

11.6 Pauta de Restriccion de Alimentos (abreviada)

NeID Fecha 1 Peso Gramos Fecha 2 Peso Gramos

Peso Inicial |Fecha 3 Peso Gramos Fecha 4 Peso Gramos

85% Fecha 5 Peso Gramos Fecha 6 Peso Gramos

Fecha 7 Peso Gramos Fecha 8 Peso Gramos
Fecha 9 Peso Gramos Fecha 10 Peso Gramos
Fecha 11 Peso Gramos Fecha 12 Peso Gramos
Fecha 13 Peso Gramos Fecha 14 Peso Gramos
OBSERVACIONES:
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