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Resumen

El estrés cronico afecta varios nucleos del sistema limbico induciendo alteraciones
en la memoria y el procesamiento de las emociones. Ademas, el estrés cronico produce
atrofia dendritica en varios nucleos del sistema auditivo afectando el aprendizaje auditivo.
Una patologia relacionada con el estrés es la depresion y la reboxetina es un farmaco
antidepresivo para tratar esta enfermedad. En esta tesis se analizO el efecto de la
reboxetina sobre la atencidén auditiva de ratas estrasadas crénicamente. Ratas Sprague-
Dawley fueron entrenadas en la “Tarea de elecciéon de dos Alternativas” (2-ACT), un
paradigma conductual usado para cuantificar la atencion auditiva en ratas. Aquellos
animales que obtuvieron un rendimiento superior al 70% de ensayos correctos en la tarea
de atencion fueron asignadas a 6 grupos experimentales: Control, Estrés, Control +
Vehiculo, Estrés + Vehiculo, Control + Reboxetina, Estrés + Reboxetina. Los animales del
grupo Estrés fueron sometidos a un protocolo de estrés por restriccibn de movimiento, los
grupos de vehiculo y reboxetina fueron inyectados diariamente con suero fisiolégico y
reboxetina (0.7 mg/kg/dia) respectivamente. El efecto del estrés crénico y la reboxetina
sobre la atencién auditiva se analiz6 a través de un “Difference Score” (DS). El valor del
DS de las respuestas correctas (DS-RC) se obtuvo restando el nimero de ensayos
correctos obtenidos en 50 ensayos de la prueba de 2-ACT, después del periodo de estrés
menos el nimero de ensayos correctos obtenido antes del estrés. El estrés crénico
deteriord significativamente la atencion auditiva (DS-RC: Control, 9.50 + 3.63; Estrés, -
3.00 £ 1.69; p < 0.05), el tratamiento con reboxetina previno este efecto. La reboxetina
también tuvo un efecto ansiolitico y deteriord la consolidacién de la memoria espacial
medida a través del laberinto en Y. Los resultados de esta tesis entregan informacion
importante del efecto del estrés y la reboxetina sobre conductas cognitivas complejas

como la atencion y la memoria.



Marco tedrico

Estrés y sus Patologias

El concepto de estrés fue creado en el afio 1936 por el cientifico Hans Selye y lo
defini6 como la respuesta biol6gica producida en todos los animales por cambios
ambientales que son percibidos como amenazas (estresores) (Goldstein and McEwen,
2002). A través de este esta respuesta bioldgica los animales se adaptan a los estresores
permitiéndose la evolucién de las especies.

Hans Selye describié clinicamente al estrés como “Sindrome de Adaptacion
General” 0 “Sindrome de Estrés” (Selye, 1936). El estrés estd asociado a la activacion de
varios sistemas neuroendocrinos, por ejemplo, el sistema limbico-hipotalamico-pituitario-
adrenal (L-HPA), los cuales producen la energia necesaria, a través de la activacion de la
glucogenolisis, para que se generen las respuestas al estrés, tales como la lucha y el
escape (McEwen, 2002). Existen dos tipos de estrés, el Eustrés que es un tipo de estrés
“positivo”, en donde el estresor no es nocivo y el individuo es capaz de controlarlo,
generando una respuesta adaptativa (Lazarus, 1974; Tafet y cols., 2003). El estrés
negativo o Distrés es aquel estresor que es percibido como una amenaza incontrolable
para el sujeto, lo cual, al prolongarse en el tiempo genera efectos negativos en la salud
(Tafet y cols., 2003; Gibbons y cols., 2007).

La activacion del eje L-HPA frente a un estresor, estimula la liberacién de la
hormona del estrés, el cortisol en humanos y la corticosterona en roedores (Strohle y
Holsboer, 2003; McEwen, 2007). La corticosterona se une a los receptores de
glucocorticoides (RG) permitiendo la activacion de las respuestas al estrés (Holsboer,
2000; Strohle y Holsboer, 2003). Los RG se localizan en areas limbicas del cerebro, como
la amigdala y el hipocampo, ademas de estructuras corticales como la corteza prefontal
(Pariante, 2006). Estas areas se ven afectadas morfol6gicamente y funcionalmente por el
estrés cronico (Wellman, 2001; Vyas y cols., 2002), lo cual induce un deterioro del
aprendizaje y la memoria, ademas de un aumento de la ansiedad (Luini y cols., 1994,
McEwen y Chattarji, 2004; Dagnino-Subiabre y cols., 2005, 2009). En humanos, el estrés
cronico o estrés psicosocial deteriora también el hipocampo y la corteza prefrontal
(Pruessner, 2005; Liston y cols., 2009).

A nivel clinico, el estrés crénico es un factor de riesgo importante en el desarrollo de

enfermedades neuropsiquiatricas como los trastornos depresivos y de ansiedad (Agid y



cols., 1999; Caspi y cols., 2003; Bishop y cols., 2004; Wang y cols., 2008). En este
sentido, la depresion es una enfermedad cronica con una alta prevalencia en Chile
(Ministerio de Salud de Chile), asi como en el resto del mundo (Organizacion Mundial de
la salud, OMS). Estudios post-mortem y de neuroimégenes en pacientes afectados con
esta patologia psiquiatrica, presentan una disminucién del volumen de la corteza

prefrontal y del hipocampo, afectando la actividad del eje L-HPA (Palazidou, 2012).

Antidepresivos

Los antidepresivos son medicamentos disefiados para disminuir los sintomas de la
depresién, estos regulan las respuestas emocionales y cognitivas que presentan los
pacientes depresivos (Price y cols., 2011). Existen diferentes tipos de antidepresivos
segun su accion a nivel sindptico, por ejemplo, los inhibidores de la monoaminooxidasa
(IMAOSs), los triciclicos y aquellos que actian sobre la recaptacién de serotonina (ISRS),
como la fluoxetina (Hall y cols., 1998), y los inhibidores selectivos de la recaptacion de
noradrenalina (ISRD) como la Reboxetina.

La Reboxetina fue el primer inhibidor selectivo de la recaptacion de noradrenalina
utilizado como tratamiento para la depresion mayor (Hajos y cols., 2004). Este farmaco
actia uniéndose al transportador de noradrenalina impidiendo la recaptacion de
noradrenalina desde el espacio intersinaptico (Page, 2003). Se piensa que el aumento de
la noradrenalina en el espacio intersinaptico inicia los mecanismos neuromoduladores que

producen la mejora de los pacientes con depresion.

Efectos del Estrés Cronico sobre el Sistema Auditivo

Los nucleos encefélicos mas importantes del sistema auditovo son el coliculo
inferior (Cl), el cual se localiza a nivel mecesefélico y recibe aferencias del complejo
olivario, el lemnisco y los nucleos cocleares. Desde el Cl se proyectan eferentes que
llegan al nacleo geniculado medial (NGM) en el tAlamo. Desde este nucleo se proyectan
axones hacia la corteza auditiva primaria, donde se produce el procesamiento racional de
la informacion acustica, y hacia la amigdala lateral, donde se produce el procemiento
emocional de los sonidos (Dagnino-Subiabre, 2013).

El estrés cronico produce atrofia dendritica en las neuronas del coliculo inferior, el
principal nucleo del sistema auditivo (Dagnino-Subiabre y cols., 2005, 2009). Esta

alteracion morfolégica se correlaciona con un deterioro del aprendizaje al miedo generado



por estimulos auditivos en ratas (Dagnino-Subiabre y cols., 2009). Ambos tipos de
alteraciones se revierten 15 dias del término del estrés, lo que indica un alto grado de
plasticidad sinaptica (PS) en el Cl (Dagnino-Subiabre y cols., 2005). En pacientes
depresivos se observé que el procesamiento de los estimulos auditivos en el cerebro
estaba deteriorado, lo cual fue revertido cuando el tratamiento antidepresivo fue efectivo
(Michael y cols., 2004, Tollkétter y cols., 2006).

Efecto del Estrés Cronico sobre la Atencion Auditiva

La atencidn es una funcién cognitiva compleja que estd asociada a un aumento de
la actividad neuronal en la corteza auditiva primaria, la cual es requerida para procesar la
informacién acustica que se atenderd y se disminuira la actividad neuronal en las areas
del cerebro que son irrelevantes para la tarea que se desarrollara (Uchida y Mainen, 2003;
Hromadka, 2007)

La atencion tiene un papel muy importante en la cogniciébn humana (Aboitiz y
Cosmelli, 2009), siendo determinante en la forma que el individuo percibe, interpreta y
responde a la informacion ambiental (Derryberry y Tucker, 1994). Los estimulos son
percibidos de diferente forma dependiendo de la atencidn, la cual actia como un foco que
permite procesar con diferente intensidad cada estimulo sensorial (Broadbent, 1958;
Posner, 1994). Los pacientes con trastornos depresivos y de ansiedad presentan un
deterioro significativo de la atencién (McNally, 1998; Mogg y Bradley, 1998).

Los modelos murinos permiten estudiar la neurobiologia de la atencién a través del
uso de técnicas invasivas y de paradigmas conductuales de aprendizaje con estimulos
acusticos (Hromadka, 2007). Estos estudios permiten mejorar la comprension del proceso
atencional y como este se ve influenciado en diferentes escenarios, por ejemplo, bajo el

estrés cronico.



Planteamiento del problema

Durante estos ultimos 20 afios el foco principal del estudio del estrés crénico sobre
el sistema nervioso se ha orientado a analizar estructuras subcorticales limbicas y el
procesamiento de las emociones. Sin embargo, es poco lo que se conoce respecto al
efecto del estrés crénico a nivel de las cortezas sensoriales. En nuestro laboratorio
tenemos evidencias que indican que el estrés cronico afecta la atencion audutiva en ratas.
En este contexto, es muy importante estudiar si este efecto puede ser prevenido por el

farmaco antidepresivo reboxetina.



Hipotesis:
La reboxetina previene el efecto del estrés crénico sobre la atencién auditiva en
ratas Sprague-Dawley.

Objetivo General:
Determinar el efecto de la reboxetina sobre la atencion auditiva de ratas controles

y estresadas.
Objetivo Especificos:
1) Determinar el efecto de las inyecciones de vehiculo sobre la atencién auditiva

de ratas controles y estresadas.

2) Determinar el efecto del antidepresivo reboxetina sobre la atencién auditiva de

ratas controles y estresadas.
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Materiales y Métodos

1.- Animales de experimentacién

En todos los experimentos se usaron ratas Sprague-Dawley machos (21 a 22 dias
de vida y entre 150 -200 gr), las cuales se mantuvieron en grupos de tres, en cajas de
20x20x40 cms, con un ciclo circadiano de 12/12hrs de luz/oscuridad (luz encendida a las
8:00 AM), en una habitacion con temperatura y humedad controlada (20 £ 1 ° C, 60%).
Las habitaciones en donde se llevan a cabo los experimentos estan aisladas de ruidos
ambientales externos. Los animales tuvieron libre acceso a comida y agua y fueron
pesados diariamente con una balanza digital (modelo WLC2/A1, Radwag, Polonia).

Todos los experimentos y la manipulacibn de los animales se realizaron de
acuerdo al protocolo ético establecido por el “National Institutes of Health” (USA) y
aprobado por el comité de ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Valparaiso de Chile. Se realizaron los maximos esfuerzos para minimizar el nimero de

animales que se usaron en cada grupo experimental y su sufrimiento.

2.- Disefio experimental

Se usaron 6 grupos experimentales, cada uno de ellos formado por 10 ratas (Tabla

1).
Grupo Experimental N° de ratas [Tratamiento (dosis)
Control 10 e
Estrés 10 -
Control + Vehiculo 10 Vehiculo: inyeccién con NaCl (0.9 %)
Estrés + Vehiculo 10 Vehiculo: inyeccion con NaCl (0.9 %)
Control + Reboxetina 10 Inyeccién con Reboxetina (0,7 mg/kg/dia)
Estrés + Reboxetina 10 Inyeccion con Reboxetina (0,7 mg/kg/dia)

Tabla 1. Grupos experimentales usados en la tesis.

El esquema 1 muestra un resumen del disefio experimental usado. Todos los
grupos experimentales fueron alimentados ad libitum con un alimento comercial de la

marca Champion® (Champion S.A., Santiago, Chile). Los animales fueron entrenados en
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el paradigma conductual “Eleccion de dos alternativa” (2-ACT) entre los dias post natales
22 y 41 (Esquema 1). Tanto la reboxetina como la solucién salina fueron administradas
diariamente por via intraperitoneal durante 21 dias. Las inyecciones comenzaron
aproximadamente el dia 42 post natal, y en el caso de los grupos de estrés, se realizd en
paralelo al protocolo de estrés (Esquema 1). Las pruebas conductuales de Campo Abierto
y laberinto en Cruz Elevado se realizaron el dia 63 post natal y el dia 64 se desarroll6 la
prueba del Laberinto en Y.

Reboxetina o Salino Test éondiictaales
Dias post >
natales | Entrenamiento 2-ACT | Estres porres
| 1 11
2122 " 42 626364
Destete 50 trials
so trials

Esquema 1. Disefio experimental. En el dia 41 y el dia 63 se aplicaron a todos los grupos 50 ensayos de la
prueba 2-ACT, y se determiné el Difference Score (DS).

2.- Protocolo de estrés

Se aplicé un protocolo de estrés por restriccion de movimiento (Magarinos .
McEwen 1995), el cual se realiz6 dejando a las ratas en un restrictor de movimiento de
acrilico (6 cm de didmetro x 20 cm de longitud), por un tiempo de seis horas diarias (inicio
10 A.M), durante 21 dias. Este protocolo de estrés crénico se aplico en las jaulas en
donde se criaron los animales. El protocolo se inici6 aproximadamente cuando los
animales tenian 42 dias de edad. Los restrictores tienen agujeros en los extremos, lo que
permite la ventilacion de los animales.

Para evaluar el efecto del estrés sobre los animales de los grupos experimentales
se analiz6 la ganancia de peso debido a que este es un muy buen marcador fisiolégico de

estrés (Depke y cols., 2008).

3.- Atencién Auditiva

El protocolo de aprendizaje que se utilizé fue el paradigma conductual “Tarea de
eleccion de dos alternativas”. Este paradigma se aplicé durante 18 dias (Esquema 1). Las
ratas se privaron de agua durante la noche, luego se pusieron individualmente en cajas de

entrenamiento que estaban aisladas acusticamente, con una luz tenue de 210 luxs y un
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ruido ambiental de 30 dB. Estas cajas de condicionamiento operante tienen en un lado
tres puertos en donde la rata puede introducir su hocico (Esquema 2).

.' . .' % .' ' .' . %

S ———

15 kHz 1 kHz
= =
= i -

N N

Esquema 2: Esquema del Paradigma conductual “Tarea de eleccion de dos Alternativas”. Este tipo de
condicionamiento operante tiene 3 pasos, en el primero la rata decide introducir su hocico en el puerto central,
después el sistema puede emitir al azar dos tipos de tonos, uno de alta frecuencia (15 kHz) y la rata aprende a
ir a buscar la recompensa (gota de agua) al puerto de la izquierda, o un tono de baja frecuencia (1 kHz) y la

rata aprende a ir a buscar la recompensa al puerto derecho.

La prueba conductual 2-ACT esta formada por 3 pasos y en cada uno de ellos se
puede estudiar independientemente el aprendizaje, la consolidacion de la memoria y la
atencion auditiva. La primera etapa del 2-ACT ocurre durante la primera semana de
entrenamiento, aqui la rata aprende a que la prueba comienza cuando el animal introduce
su hocico en el puerto central de la caja de condicionamiento, esto induce a que el
sistema controlado por el programa Packwin 2.0 (Panlab S.U.L, Barcelona, Espafia)
regule la emisién al azar de un tono durante 350 milisegundos. El sistema puede emitir
dos tipos de tonos, uno de alta frecuencia, correspondiente a 15 kHz, u otro o de baja
frecuencia, correspondiente a 1 kHz. Cada tono representé una pista para que la rata
busque la recompensa (una gota de agua) en el lado izquierdo, si el tono emitido
correspondié a 15 kHz. Si el tono emitido fue de 1 kHz, el animal aprendié a buscar la
recompensa en el puerto derecho (Esquema 2). La recompensa cayo en el puerto
correspondiente si hubo una respuesta correcta. La rata tuvo 10 segundos después de la

emision del tono para introducir el hocico en el puerto correcto. El programa reconocio los

13



ensayos correctos e incorrectos durante 50 ensayos. Durante la segunda semana de
entrenamiento las ratas son entrenadas en 50 ensayos de 2-ACT hasta llegar a un 50 %
de ensayos correctos, al final de esta semana ocurre la consolidacién de la memoria
relacionada con el 2-ACT. Al inicio de la Ultima semana las ratas recuerdan la prueba 2-
ACT y son entrenadas para mejorar su atencion auditiva y aumentar su rendimiento en el
2-ACT.

A continuacion se describe en detalle el protocolo de entrenamiento:

Habituacion: las ratas fueron llevadas en sus jaulas (grupos de 3) al equipo de
entrenamiento y permanecieron en el por diez minutos, luego fueron regresadas a la
habitacion donde se criaron. Posteriormente se llevé a cabo una segunda habituacién, en
la cual los animales se llevaron individualmente en cajas de transporte negras hasta el
equipo de entrenamiento, en donde se expusieron manualmente a los tonos de 1 kHz y 15

kHz alternados.

Condicionamiento: Las ratas se privaron de agua durante la noche. En los
primeros dias de entrenamiento se les dio agua en el puerto central, y seguidamente se
les expuso de forma manual a los dos tipos de tonos, dandoles gotas de agua en el puerto
correspondiente a cada tono. Luego se les aplico el programa 1 y 2 con el programa
Pacwin 2.0. El programa 1 consistié en generar un tono de 15 kHz y la caida de agua en
el puerto izquierdo, una vez que la rata introdujo el hocico en el puerto central. El
programa 2 consistio en generar el sonido de 1 kHz y la caida de agua en el puerto

derecho cuando la rata introdujo el hocico en el puerto central.

Tarea: Consisti6 en 50 ensayos de la prueba 2-ACT (programa Random 50). Al
introducir la rata su hocico en el puerto central, el equipo emiti6 al azar un tono, el cual
pudo ser de 1 o 15 kHz, cayendo una gota de agua (recompensa) cuando la rata logré
introducir su hocico en el puerto correspondiente al tono emitido. El dltimo dia se
seleccionaron las ratas que tuvieron un rendimiento sobre el 70% (de ensayos correctos)
y se grabaron los ensayos para el andlisis posterior. Todos los grupos experimentales

fueron homogéneos respecto al rendimiento que tuvieron los animales en la prueba 2-
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ACT. Los animales que tuvieron un rendimiento inferior al 70 % de ensayos correctos en

el 2-ACT permanecieron vivos junto a sus hermanos hasta el final del experimento.

3,1.- Obtencién de los datos

Se aplicaron 50 ensayos un dia antes y un dia después del protocolo de estrés
(Esquema 1). Se realiz6 una resta entre el nUmero de ensayos correctos obtenidos por
cada animal después del periodo de estrés, menos el nimero de ensayos correctos
obtenidos antes del estrés, a esto se llamd Difference Score (DS). Por ejemplo, si una rata
obtuvo un 70 % de ensayos correctos antes del periodo de estrés, lo cual corresponde a
35 ensayos correctos de 50 ensayos aplicados, y después del estrés cronico obtuvo un 50
% de ensayos correctos, entonces el DS para ese animal sera de -20 % o -15 ensayos

correctos. Este valor seria indicativo de un deterioro de la atencién auditiva.

4.- Actividad Locomotora, Ansiedad y Memoria Espacial

La evaluacién de la actividad locomotora y la ansiedad cuantificadas a través de
las pruebas de campo abierto y laberinto en cruz elevado fueron aplicadas 24 horas
después del término del protocolo de estrés. En el dia postnatal 65 se evalué la memoria
espacial a través del laberinto en Y (Esquema 1). EIl rendimiento de cada rata fue
grabado por las camaras IP (VIVOTEK, Sunnyvale CA, EE.UU.) que se fijaron encima de
los laberintos. Los videos fueron adquiridos a través del programa Nuuo (Nuuo, Taipei.
Taiwan) y analizados con el programa ANY-maze (Stoelting Co., lllinois, EE.UU.). En
todos los experimentos los animales control y estrés fueron analizados al mismo tiempo.
Luego de cada prueba los laberintos fueron limpiados con una solucion de etanol al 5%

para eliminar las pistas olfativas que dejan los animales.

[& DXdhs
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Figura 1.- Fotos de los laberintos usados para cuantificar la actividad locomotora (A. Campo abierto),

ansiedad (B. Laberinto en cruz elevado), y memoria especial (C. Laberinto en Y).

4.1- Campo Abierto

Este paradigma conductual se utilizé para analizar la actividad locomotora. Todo el
procedimiento se realiz6 en una sala con temperatura controlada (21 + 1 © C). La rata se
introdujo en el centro de una caja de acrilico negro (70 x 70 x 40 cm) (Fig. 1A) durante 5
minutos. El nivel de ruido en el centro del laberinto fue de 40 dB (sonémetro de precision,
modelo # 1100, Quest Technologies, Oconomowoc, WI) y se ilumindé a 300 + 20 luxs
(medidor digital de Lux, modelo # LX-1010B, Weafo Instrument Co., Shanghai, China). En
los videos obtenidos se analizé la distancia total recorrida y la velocidad media a través

del programa ANY-maze (Stoelting Co., lllinois, EE.UU.).

4.2- Laberinto en Cruz Elevado

Aproximadamente después de 10 segundos del término del andlisis de la actividad
locomotora se realiz6 la prueba del laberinto en cruz elevado. Este paradigma conductual
estaba formado por dos brazos abiertos (60 cms de largo x 15 cms de ancho), dos brazos
cerrados (60 cms de largo x 15 cms de ancho x 30 cms de alto) y una plataforma central
(15 x 15 cms) (Fig. 1B). La iluminacién fue de 300 + 10 luxs en los brazos abiertos y 210 +
10 luxs en los brazos cerrados. El laberinto se encontraba elevado 100 cms sobre el nivel
del suelo. Las ratas fueron depositadas individualmente en el centro del laberinto frente a
un brazo abierto. La prueba duré 5 minutos. Se registré el nUmero de entradas a los
brazos abiertos y cerrados, el numero total de entradas y la relacién entre las entradas al
brazo abierto y las entradas totales (abierto / total x 100). La entrada del animal a cada

uno de los brazos se contabilizo cuando este ingresé con sus cuatro extremidades.

4.3- Laberintoen Y

Este paradigma conductual se utilizé para cuantificar la memoria espacial de las
ratas y se llevé a cabo al dia siguiente de las pruebas de campo abierto y laberinto en
cruz elevado. El laberinto en Y consistié en tres brazos iguales de acrilico negro (58 cms
de largo x 19 cms de ancho y 38 cms de alto) los cuales estan dispuestos en forma de
una Y (Fig. 1C). En las paredes alrededor del laberinto en Y hay sefales o pistas visuales,

las ratas usan estas pistas para ubicarse espacialmente dentro del laberinto. Los tres
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brazos fueron designados como inicio, nuevo y alterno, los animales de los grupos control
y estrés fueron evaluadas al mismo tiempo. La prueba consistié en dos partes, durante la
primera parte se bloqueé la entrada al brazo nuevo y se deposit6 la rata en el brazo de
inicio, pudiendo explorar solo el brazo alterno e inicio durante 15 minutos. Luego se
regreso al animal a la habitacion donde se criaron usando una caja de trasporte. Cuatro
horas después la rata fue regresada al laberinto y se deposit6 nuevamente en el brazo de
inicio, pero esta vez con acceso a todos los brazos, entonces la rata pudo explorar
durante 5 minutos todos los brazos del laberinto en Y. Se registré el nUmero de entradas
al brazo nuevo, al brazo alterno y el total de entradas. Se determiné un % del Difference
Score restando el porcentaje de entradas al brazo nuevo menos el porcentaje de entradas
al alterno. Entonces una rata con buena memoria entra mas veces al brazo nuevo
respecto al alterno y su % DS sera positivo. La entrada del animal en uno de los brazos se

contabilizdé cuando este ingres6 con sus cuatro extremidades.

5.- Analisis Estadistico

Los estudios de la actividad locomotora, la ansiedad, la memoria espacial, fueron
analizados con el t-test de datos no pareados, al igual que el analisis del total del DS de
las respuestas correctas (DS-RC), el DS de las latencias de RC (DS-L-RC) y el DS del ITI
(DS-ITI).

La ganancia de peso y el analisis por bloques de ensayos del DS-RC, el DS-L-RC,
y el DS-ITI fue a través de la estadistica no paramétrica utilizando un analisis de varianza
de mediciones repetidas (ANOVA de dos vias). Como post test se us6 la prueba de
Bonferroni.

- Se cuantificé la ganancia de peso de las ratas, en donde la variable dependiente

fue el peso y las variables independientes fueron las distintas condiciones (control,

estrés, control vehiculo, estrés vehiculo, control reboxetina y estrés reboxetina).

- Se cuantificaron las respuestas correctas en la prueba 2-ACT, en donde la

variable dependiente fueron las RC y las variables independientes fueron las

distintas condiciones (control, estrés, control vehiculo, estrés vehiculo, control

reboxetina y estrés reboxetina).

- Se cuantifico el tiempo utilizado en cada respuesta correcta en los 50 ensayos

(L-RC), en donde la variable dependiente fue la L-RC y las variables
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independientes fueron las distintas condiciones (control, estrés, control vehiculo,
estrés vehiculo, control reboxetina y estrés reboxetina).

- Se cuantificd el tiempo entre ensayos (ITl), en donde la variable dependiente fue
el ITI y las variables independientes fueron las distintas condiciones (control,
estrés, control vehiculo, estrés vehiculo, control reboxetina y estrés reboxetina).

Todos los datos se presentan como promedios y el error de medicion estandar

(SEM). Los niveles de probabilidad menores o igual a 0.05, fueron considerados

estadisticamente significativos. Se us6 el programa estadistico GraphPad.
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Resultados

Ganancia de peso

El entrenamiento en el paradigma 2-ACT no afecto la ganancia en los animales de
los grupos experimentales. (Fig. 2A-C). El estrés por restriccion de movimiento produjo
una disminucion en la ganancia de peso respecto a los controles (Fig. 2A). El andlisis
estadistico demostré que la disminucion de la ganancia de peso comenz6 desde el dia 6
del protocolo de estrés en los grupos controles y vehiculo (Fig. 2A,B), mientras que en el
grupo de reboxetina este efecto comenz6 en el dia 3 del protocolo de estrés (Fig. 2C). El
analisis estadistico mostré que la interaccion entre el estrés y los dias transcurridos fue
significativa en todos los grupos experimentales (Control: Fui73s) = 47.5, p < 0.0001;
Vehiculo: Fu1735 = 53.7, p < 0,0001; Reboxetina: Fgessy = 276.3, p < 0.0001). El estrés
cronico también tuvo un efecto significativo en cada grupo experimental (Control: F 735 =
15.93, p < 0,0001; Vehiculo: Fui 735 = 7.12, p = 0.016; Reboxetina: F(1 684 = 85.01, p <
0.0001).

Actividad Locomotora

El estrés crénico, las inyecciones con vehiculo y reboxetina no afectaron la
actividad locomotora. No hubo diferencia en la distancia recorrida total (Control: 14.9 +
1.5, Estrés: 16.3 + 0.8, p > 0.05; Control + Vehiculo: 14.7 + 0.6, Estrés + Vehiculo: 15.2 +
1.4, p > 0.05; Control + Reboxetina: 18.6 + 1.2, Estrés + Reboxetina: 15.0 £ 0.9, p > 0.05)
(Fig. 3A), ni en la velocidad media (Control: 0.049 + 0.005, Estrés: 0.054 + 0.003, p >
0.05; Control +Vehiculo: 0.049 + 0.002, Estrés + Vehiculo: 0.051 + 0.05, p > 0.05; Control
+ Reboxetina: 0.062 + 0.002, Estrés + Reboxetina: 0.048 + 0.002, p > 0.05) (Fig. 3B).
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Ansiedad

El estrés crénico disminuyé significativamente el numero de entradas al brazo
abierto del laberinto en cruz elevado (Control: 4.8 + 0.6; Estrés: 2.2 + 0.2; p < 0.05), los
animales de los grupos de vehiculo y reboxetina no se vieron afectados (Control +
Vehiculo: 3.50 £ 0.32, Estrés + Vehiculo: 3.26 + 0.44, p > 0.05; Control + Reboxetina: 4.18
+ 0.28, Estrés + Reboxetina: 4.40 + 0.59, p > 0.05) (fig. 4A). Los tratamientos con vehiculo
y reboxetina no afectaron el nUmero de entradas totales a los brazos del laberinto
(Control: 16.50 + 1.44, Estrés: 12.40 = 0.74, p > 0.05; Control + Vehiculo: 12.50 + 1.41,
Estrés + Vehiculo: 10.71 £ 0.78, p > 0.05; Control + Reboxetina: 14.00 + 0.86, Estrés +
Reboxetina: 12.80 + 1.46, p > 0.05) (Fig. 4B). El estrés cronico disminuyé
significativamente la razén del numero de entradas solo en el grupo control (Control:
25.14 + 3.06, Estrés: 17.85 + 1.48, p < 0.05) (Fig. 4C).
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Memoria Espacial

El estrés cronico disminuyo significativamente el % DS de las entradas en el
laberinto en Y (Control: 7.96 + 2.48, Estrés: -1.30 + 1.41, p < 0.05), los animales del grupo
vehiculo no mostraron diferencias significativas (Control + Vehiculo: 0.99 + 4.31, Estrés +
Vehiculo: 9.53 £ 3.96, p > 0.05), pero el tratamiento con reboxetina tuvo un efecto positivo
en el desempefio de las ratas estresadas (Control + Reboxetina: 7.24 + 2.97, Estrés +
Reboxetina: 23.36 + 4.93, p > 0.05) (fig. 5).

3 Control
E3 Vehiculo
B Reboxetinag

% DS Entradas
S

Control Estrés

Figura 5.- Efecto del estrés crénico sobre la memoria espacial de las ratas. Se muestra el %DS de las
entradas obtenidos por los animales en el laberinto en Y. Los datos estan representados como el promedio +
SEM.

Atencion Auditiva

Existe una interaccion significativa entre el estrés y los ensayos al comparar los
resultados de los animales del grupo control y estrés cronico (F162)= 3.06, p = < 0.01)
(Fig. 6A). También el estrés crénico como tratamiento disminuyo significativamente el
numero de respuestas correctas (Fa162 = 9.73, p < 0.005) (Fig. 6A). Al comparar las
pendientes del DS-RC se encontré una diferencia significativa entre los grupos control y
estrés cronico (Fq 196 = 5.31, < 0.05) (Fig. 6B). El analisis del total de DS-RC demuestra
que el estrés crénico disminuy6 significativamente el DS-RC (Control: 9.50 + 3.63, Estrés:
-3.00 + 1.69, p < 0.05) (Fig. 6C).
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Al analizar los grupos Control + Vehiculo y Estrés + Vehiculo con el ANOVA de
dos vias se observa un efecto significativo del estrés crénico (Fq 162= 3.01, p < 0.0004) y
de los ensayos (Fpie2 = 2.74, p < 0.005) respecto a los controles (Fig. 6D y 6E
respectivamente). La interacidbn entre el tratamiento (estrés crénico) y los ensayos
también tuvo un efecto significativo (F 162 = 4.09, p < 0.0001) (Fig. 6D). Las pendientes
de los grupos fueron significativamente diferentes (F1,196)= 24.67, p < 0.0001) (Fig. 6E) y
el andlisis del total de DS-RC mostr6 que los animales del grupo Estrés + Vehiculo
tuvieron un mejor rendimiento en la prueba 2-ACT comparado con los animales del grupo
Control + Vehiculo (Control + Vehiculo: -17.25 + 2.28, Estrés + Vehiculo: -3.37 + 2.26, p <
0.05) (Fig. 6C).

Al comparar los resultados obtenidos los animales de los grupos de Control +
Reboxetina y Estrés + Reboxetina mostraron una interaccién significativa entre el estrés
cronico y los ensayos (F,162)= 3.86, p < 0.0001) (Fig. 6G). También se observo un efecto
significativo del tratamiento, que en este caso fue la reboxetina, (F,162=28,07; p < 0.0001)
y los ensayos (F@162 = 5.52, p < 0.0001) (Fig. 6G). Al comparar las pendientes no se
observo diferencia entre ambos grupos experimentales (F 106y = 0.716, p = 0.39) (Fig. 6H).
El analisis del total del DS-RC mostré que el grupo Estrés + Reboxetina tuvo un mejor
rendimiento en la prueba en relacion a los animales del grupo Control + Reboxetina
(Control + Reboxetina: -10.67 + 2.31, Estrés + Reboxetina: 1.22 + 0.67, p < 0.0007) (Fig.
6C).

Cuando se comparan separadamente los resultados de los grupos Control +
Vehiculo y Control + Reboxetina se observa que los ultimos 10 ensayos el tratamiento con
reboxetina mejoré significativamente el rendimiento de las ratas en la prueba 2-ACT
(Interaccion: Fg 196 = 6.41, p < 0.0001; Tratamiento (reboxetina): Fq 196y = 5.53, p = 0.03;
DS-RC total: Control + Vehiculo: -17.25 + 2.28, Control + Reboxetina: -10.67 + 2.31, p <
0.05) (Fig. 6F). Un efecto similar se encontré al comparar los animales del grupo Estrés +
Vehiculo y Estrés + Reboxetina (Tratamiento (reboxetina): F.106)= 6.99, p = 0.01; DS-RC
total: Estrés + Vehiculo: -3.37 + 2.26, Estrés + Reboxetina: 1.22 + 0.67, p < 0.05) (Fig. 6l).
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Latencia de las Respuestas Correctas en la Prueba de Atencion)

Existe una interaccion significativa entre el tratamiento y los ensayos en todos los
grupos experimentales (Control y Estrés: Fg162) = 2.67, p = 0.006; Control + Vehiculo y
Estrés + Vehiculo: Fg162 = 2.26, p = 0.02; Control + Reboxetina y Estrés + Reboxetina:
Fe.162 = 3.35, p = 0.0009) (Fig. 7A,D,G). Al comparar las pendientes no se encontrd
diferencia en los grupos Control y Estrés (Fq 162 = 0.46, p = 0.49) y en los Control +
Reboxetina y Estrés + Reboxetina: F 162= 2.78, p = 0,09, pero si hubo diferencia en las
pendientes de los grupos Control + Vehiculo y Estrés + Vehiculo (F,162= 4.89, p = 0.03)
(Fig. 7B,E,H). Al comparar el efecto del estrés cronico en el total de los DS-L-RC no se
encontré diferencia (Control: 0.28 + 0.17, Estrés: -0.19 + 0.22, p > 0.05; Control +
Vehiculo: -0.33 + 0.31, Estrés + Vehiculo: 0.48 + 0.29, p > 0.05; Control + Reboxetina:
0.65 £ 0.23, Estrés + Reboxetina: 0.36 + 0.14, p > 0.05) (Fig. 7C).

Al comparar individualmente los resultados de los grupos Control + Vehiculo y
Control + Reboxetina se observa que la reboxetina no produce un efecto significativo en la
latencia de las respuestas correctas en la prueba de atencién. Tratamiento (reboxetina):
Faie2 = 4.09, p > 0.05; Interaccion: Fg162 = 2.38, p < 0.05, (Fig. 7F); DS-L-RC total:
Control + Vehiculo: -0.33 £ 0.31, Control + Reboxetina: 0.65 + 0.23, p > 0.05, (Fig. 7C). Un
efecto similar se encontré al comparar los animales del grupo Estrés + Vehiculo y Estrés +
Reboxetina (Interaccion: Fgie) = 6,84, p < 0.05, (Fig. 71); DS-L-RC total: Estrés +
Vehiculo: 0.48 £+ 0.29, Estrés + Reboxetina: 0.36 £ 0.14, p > 0.05, (Fig. 7C).
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Tiempo Entre Ensayos (ITl)

Al comparar el DS-ITI de los grupos Control y Estrés por bloques de ensayos se
observo un efecto significativo de los ensayos (Fg 162 = 3.41, p = 0.0007) y del tratamiento
de estrés cronico (Fq 162 = 13.64, p = 0.002) (Fig. 8A), siendo la interaccion de ambos no
significativa (Fig. 8A). El analisis de la regresion lineal mostré que las pendientes no
fueron significativamente diferentes (F 162)= 0.89, p = 0.35) (Fig. 8B). Al comparar el total
del DS-ITI se observa que existe una diferencia significativa entre los grupos
experimentales (Control; -68.93 + 18.03, Estrés: 29.22 + 19.52, p < 0.05) (Fig. 8C).

Los grupos Control + Vehiculo y Estrés + Vehiculo mostraron una interaccion
significativa entre los ensayos (Fg162)= 2.053, p = 0.037) y el tratamiento con vehiculo
(Fo162 = 2.053, p = 0.037) también fue significativo (Fig. 8D). Las pendientes de estos
grupos experimentales fueron significativamente diferentes (F 162y = 4.87, p = 0.028) (Fig.
8E), al igual que el total del DS-ITI (Control + Vehiculo: 203.20 + 30.26, Estrés + Vehiculo:
8.35 + 16.07, p < 0.05) (Fig. 8C).

En los grupos Control + Reboxetina y Estrés + Reboxetina la interaccién entre los
ensayos Yy el tratamiento fue significativa (Fe162)= 2.72, p = 0.005) (Fig. 8G), al igual que
el efecto del tratamiento (F1,162= 28.75, p < 0.0001) (Fig. 8G). Al comparar las pendientes
se observo que no fueron significativamente diferentes (F1.162 = 3.76, p > 0.05) (Fig. 8H).
Sin embargo, el analisis del total del DS-ITI si fue significativo entre estos grupos
experimentales (Control + Reboxetina: 93.55 + 17.64, Estrés + Reboxetina: -2.25 + 2.86, p
< 0.05) (Fig. 8C).

Al comparar individualmente los resultados de los grupos Control + Vehiculo y
Control + Reboxetina se observa que el tratamiento con reboxetina tuvo un efecto
significativo (F(1162)= 9.80, p = 0.005) (Fig. 8G), disminuyendo el DS-ITI. Esto también se
observé al comparar el total del DS-ITI (Control + Vehiculo: 203.20 + 30.26, Control +
Reboxetina: 93.55 + 17.64, p < 0.005) (Fig. 8C). En los animales del grupo Estrés +
Vehiculo y Estrés + Reboxetina no hay diferencia significativa (Tratamiento (reboxetina):
Fo162 = 0.42, p = 0.52 (Fig. 8l); DS-ITI total: Estrés + Vehiculo: 8.35 + 16.07, Estrés +
Reboxetina: -2.25 £+ 2.86, p > 0.05) (Fig. 8C).
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Discusion

En esta tesis se demuestra que el tratamiento con reboxetina produce 3 efectos
importantes en las ratas estresadas: un efecto ansiolitico, que previene el deterioro que
induce el estrés crénico en la memoria espacial y la atencion auditiva de las ratas. Estos
dos ultimos efectos no han sido descritos previamente en la literatura cientifica, el efecto
de la reboxetina sobre la ansiedad fue descrito en parte mientras se desarrollaba esta

tesis.

Marcadores del Estrés
Ganancia de Peso:

El primer paso de esta investigacion fue analizar si el protocolo de estrés que se
us6 tuvo un efecto significativo en las ratas. Analizamos dos marcadores de estrés crénico
ampliamente usados, la ganancia de peso y la ansiedad. La figura 2 muestra que el estrés
cronico disminuye significativamente la ganancia de peso de los animales, este efecto
pudo haber ocurrido por el aumento de la actividad del eje HPA y del sistema simpético a
nivel periférico. El estrés cronico produce un aumento de la liberacién de la corticosterona
desde las glandulas adrenales (Cook y Wellman, 2004), esta hormona cuando es aplicada
en forma oral produce una disminuciéon de la ganancia de peso en las ratas (Dagnino-
Subiabre y cols., 2012). La corticosterona aumenta la secrecion de insulina (la Fleur y
cols., 2011), esto puede inducir en las ratas estresadas un aumento del gasto energético
durante las respuestas de lucha y escape. La disminucion de la glucosa plasmética podria
aumentar el catabolismo de los lipidos y asi aumentar el anabolismo de la glucosa y tratar
de compensar la disminucion de la glicemia que genera el estrés crénico. En este sentido,
un aumento de la actividad del sistema simpatico inducido por el estrés crénico aumenta
la frecuencia cardiaca, este efecto al prolongarse en el tiempo tiene un gran costo
energeético, lo cual podria originar en parte la disminucién de la ganancia de peso en las
ratas estresadas respecto a los controles. También es posible que el aumento de
liberacion de adrenalina desde las glandulas suprarrenales inducido por el estrés active a
los receptores beta 3 en el tejido adiposo y active la lipdlisis, esto podria favorecer a la

disminucion de la ganancia de peso en los animales estresados.
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Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que las ratas estresadas y
controles tienen un consumo de alimento similar, esto descartaria que la disminucion de la
ganancia de peso pudiera haber ocurrido por una disminucién del consumo de alimentos.

El tratamiento con reboxetina no previno el efecto del estrés cronico sobre la
ganancia de peso. La reboxetina aumenta la concentracion de noradrenalina en el cerebro
ya que es un inhibidor de la recaptacion de noradrenalina, este efecto podria potenciar el
aumento de la actividad del eje HPA en las ratas estresadas ya que el nucleo
paraventricular del hipotalamo recibe aferencias desde el locus coeruleus. Como
resultado de esta alteracion se podria aumentar la concentracion plasmatica de
corticosterona y potenciar los efectos de esta hormona respecto a la disminucion de la
ganancia de peso que produce (Dagnino-Subiabre y cols., 2012).

Por otro lado, la mayoria de los estresores activan el hipotalamo a través de los
aferentes noradrenérgicos que llegan desde el locus coeruleus, dentro del hipotalamo
esta el nlcleo paraventricular que, junto al complejo amigdaloide, regulan el apetito (Yu y
Kim, 2012). La insulina y la leptina son hormonas que regulan el apetito a través de
receptores que tienen en el ndcleo arcuato ubicado en el hipotdlamo (Yu y Kim, 2012). Si
el estrés crénico aumenta la liberacion de corticosterona y esta hormona aumenta la
secrecion de insulina (la Fleur y cols., 2011), entonces es posible que en las ratas
estresadas tanto la insulina y la leptina contribuyan al aumento de la actividad del eje HPA

y la disminucion de la ganancia de peso.

Actividad Locomotoray Ansiedad:

El estrés cronico tuvo un efecto ansiogénico en las ratas entrenadas en el 2-ACT y
el tratamiento con reboxetina tuvo un efecto ansiolitico (Fig. 4). Estos efectos no fueron
inducidos por alteraciones en la actividad locomotora de los animales ya que el estrés
cronico y el tratamiento con reboxetina no afectaron la distancia recorrida ni la velocidad
de las ratas en el laberinto de campo abierto (Fig. 3).

El complejo amigdaloide regula la conducta ansiosa (Davis y cols, 2010). Las ratas
estresadas presentan hipertréfia dendritica en las neuronas estrelladas y piramidales
ubicadas en la amigdala lateral, un subnucleo del complejo amigdaloide (Vyas y cols.,
2002; Mitra y cols., 2005). Estas alteraciones morfolégicas estan correlacionadas con un
aumento de la excitabilidad en las neuronas ubicadas en la amigdala basolateral

(Rozenckatz y cols., 2010) y en el lecho de la estria terminal o amigdala extendida (Gonell
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y cols., 2011). Por lo tanto, es posible que la base neurobiologica del aumento de
ansiedad que tuvieron las ratas estresadas usadas en esta investigacion, estuvo
relacionada con la hipertrofia dendritica y aumento de la excitabilidad en la amigdala
basolateral producida por el estrés cronico. El efecto ansiolitico de la reboxetina pudo
haber sido originado por una disminucién de la actividad neuronal en la amigdala basal ya
que esta area del cerebro regula la conducta ansiosa a través de la amigdala extendida
(Davis y cols, 1998).

Efecto del Estrés Crénico sobre la Memoria Espacial:

El estrés crénico deterioré la memoria espacial de las ratas entrenadas en el 2-
ACT (Fig. 5). El hipocampo regula la memoria espacial y el estrés cronico produce atrofia
de las neuronas ubicadas en el area CA3c del hipocampo y disminuye la neurogénesis en
el giro dentado del hipocampo de ratas (Vyas y cols, 2002; McLaughlin y cols, 2007,
Conrad, 2010). Es probable que el protocolo de estrés usado en los experimentos de esta
tesis haya producido estas alteraciones morfolégicas en el hipocampo de las ratas
entrenadas en la prueba 2-ACT, esto pudo afectar la adquisicion de la memoria espacial
relacionada con el laberinto en Y. La memoria tiene 3 pasos importantes: adquisicion,
consolidacion y reconsolidacion (Dudai, 2012). Cada uno de estos pasos se desarrolla en
diferentes areas del cerebro segun el tipo de memoria, por ejemplo las memorias
emocionales estan mas relacionadas con el complejo amigdaloide y las memorias
espaciales estdn mas relacionadas con el hipocampo. Durante el aprendizaje la memoria
se adquiere en el cerebro, al final del periodo de aprendizaje la memoria se consolida
(Dudai, 2012). Cada vez que la memoria se evoca después de la consolidacion esta se
vuelve fragil y el ambiente es capaz de remodelarla, este proceso se conoce como
reconsolidacién (Dudai, 2012). En el experimento del laberinto en Y se analizé la
adquisicion y consolidacion de nuevas memorias después del periodo de estrés crénico,
mientras que en la prueba de atenciébn se estudid el efecto del estrés sobre la
reconsolidacion de memorias adquiridas previamente al periodo de estrés croénico.
Entonces es posible concluir con los resultados del laberinto en Y, que el estrés crénico
deteriora la consolidacién de nuevas memorias en el cerebro de las ratas y pudo haber
estado relacionado con la atrofia dendritica que produce el estrés croénico en el

hipocampo.
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Las ratas estresadas que fueron tratadas con reboxetina presentaron una memoria
espacial significativamente mayor que las ratas estresadas (Fig. 5). El tratamiento con
reboxetina pudo haber prevenido la atrofia dendritica que produce el estrés en el
hipocampo y esto indujo que las ratas estresadas tratadas con reboxetina presentaron
una memoria espacial similar a las ratas controles (Fig. 5).

Un resultado esperado durante esta investigacion fue que las ratas estresadas que
fueron inyectadas durante 21 dias con vehiculo habrian tenido una memoria espacial
significativamente menor que las ratas controles tratadas con el vehiculo. Sin embargo,
las ratas controles y estresadas mostraron una memoria espacial similar (Fig. 5), es como
si la aplicaciébn de un estresor (estrés por restriccion de movimiento) tiene un efecto
negativo para la memoria pero la aplicacion de dos estresores (estrés por restriccion de
movimiento + inyecciones diarias con vehiculo) tengan un efecto positivo para la memoria.
Estudios previos han demostrado que las ratas se habitlan a los estresores cuando estos
se aplican repetidamente. Por ejemplo, el estrés por restriccibn de movimiento induce un
aumento de la corticosterona plasmatica durante la primera semana de aplicacién del
estresor, mientras que durante la tercera semana de estrés, el aumento de corticosterona
inducido por el estresor es menor que el producido durante la primera semana de estrés
(Galea y cols., 1997; Cook y Wellman, 2004). Este fenébmeno resiliencia tiene una funcion
evolutiva y permite a las especies adaptarse a medios ambientes mas adversos y
permanecer durante la evoluciéon (Dagnino-Subiabre, 2013). En este contexto, es posible
que el estrés que induce las inyecciones diarias de vehiculo, las cuales se aplicaron antes
(aprox. 9 am) del inicio del protocolo de estrés (aprox. 10 am), potenciaron la adaptacion
al estrés por restriccion repetido. Este efecto podria disminuir el aumento de produccion
de corticosterona en las ratas estresadas e inhibir el efecto que tiene esta hormona en el
giro dentado del hipocampo asi como en las neuronas piramidales del hipocampo (Conrad
y Cols., 2007)

Efecto del Estrés Cronico sobre la Atencion Auditiva

El estrés inducido por las inyecciones diarias con vehiculo y el estrés por
restriccion de movimiento deterioraron significativamente la atencion auditiva de las ratas
(Fig. 6C). Ambos tipos de estrés no afectaron la reconsolidacion de la memoria asociada
a la prueba 2-ACT, la cual fue consolidada previo al periodo de estrés, debido a que las

ratas de los grupos control y estrés, y control + vehiculo y estrés + vehiculo, no mostraron
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una diferencia en el desempefio en la prueba 2-ACT durante los primeros 20 ensayos
(Fig. 6A y D). Por lo tanto las ratas recuerdan la prueba pero desde el ensayo 20 hasta el
50 las ratas estresadas y control + vehiculo presentaron una atencion auditiva
significativamente menor respecto a las ratas de los grupos control y estrés + vehiculo
(Fig. 6A y D). Si el estrés crénico habria afectado la memoria relacionada con la prueba 2-
ACT, entonces durante los primeros bloques de ensayos el DS-RC deberia haber sido
cercano a -5 debido a que los animales de esos grupos experimentales presentaron
durante los primeros bloques de ensayos cerca de 5 ensayos correctos en cada bloque
(Fig. 6Ay D).

La prueba 2-ACT es dependiente de la corteza auditiva primaria (Jaramillo y
Zador, 2011), ademas el estrés crdnico induce atrofia neuronal en esa area del cerebro
(Bose y Cols., 2010). Entonces es posible especular que el estrés crénico, inducido por
las inyecciones diarias con vehiculo y la restriccion de movimiento, podrian haber
afectado la morfologia dendritica de las neuronas piramidales de la capa llI-lll de la
corteza auditiva primaria, las cuales regulan la atencién auditiva en la prueba 2-ACT
(Jaramillo y Zador, 2011). Resultados de nuestro laboratorio demuestran que el estrés
crénico disminuye la probabilidad de liberacion de GABA en la corteza auditiva primaria,
sin embargo la transmision glutamatérgica no es afectada por el estrés cronico. Es posible
gue la pérdida del balance excitatorio/inhibitorio en la corteza auditiva primaria de las
ratas estresadas pudiera ser causante del deterioro de la atencion auditiva que induce el
estrés cronico.

El tratamiento con reboxetina previene los efectos que induce el estrés cronico
sobre la atencion auditiva (Fig. C,F,I). El locus coeruleus envia eferentes hacia la corteza
auditiva lo cual regula en parte la transmision inhibitoria en esa area (Salgado y Cols.,
2012). Es probable que el tratamiento con reboxetina aumente la liberacién de
noradrenalina en la corteza auditiva de las ratas estresadas y esto ayude en parte mejorar
la disminucion de la liberacién de GABA inducida por el estrés crénico y reestablecer el
balance excitatorio/inhibitorio en la corteza auditiva. Como resultado de esto las ratas
estresadas mejorarian su atencién auditiva en la prueba 2-ACT.

Las ratas tratadas con vehiculo y las estresadas a través de la restriccion de
movimiento presentaron un mayor DS-ITI comparado con los controles (Fig. 8C). Es
posible especular que las ratas de los grupos control + vehiculo y estrés cronico tuvieron

menos motivacién por realizar la prueba 2-ACT debido a que tuvieron un mal rendimiento
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en la prueba 2-ACT comparado con los controles (Fig. 6C). Una rata menos motivada por
realizar la prueba 2-ACT tendrd un mayor DS-ITI respecto a una rata mas motivada, ya
que el ITI depende solo de la rata y no del experimentador. La rata decide cuando
comienza la prueba metiendo su hocico en el puerto central de la caja de
condicionamiento operante (Esquema 2). El tratamiento con reboxetina disminuyé el DS-
ITI comparado con las ratas tratadas con vehiculo (Fig. 8C), este resultado indica que la

reboxetina aumentoé la motivacion de las ratas por realizar la prueba 2-ACT.
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Conclusiones

Los datos presentados en esta tesis demuestran que el estrés crénico inducido por
el tratamiento cronico con vehiculo y por la restriccion de movimiento deterioran la
atencion auditiva en la prueba 2-ACT. El tratamiento con reboxetina previno esta
alteracion, se especula que este efecto terapéutico ocurriria a través de la regulacion del
balance excitatorio/inhibitorio en la corteza auditiva primaria. Ademas, se demuestra que
el estrés cronico deteriora la consolidacion de nuevas memorias en el laberinto en Y, sin
embargo no afectd la reconsolidacion de la memoria relacionada con la prueba 2-ACT
consolidada previo al periodo de estrés. Sin duda estos nuevos resultados entregan un
avance en el conocimiento de la neurobiologia del estrés y de sus patologias relacionadas

como el episodio depresivo.
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