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ONTOGENIA DEL CONTROL DE IMPULSOS EN RATAS ADOLESCENTES,
ADULTAS Y VIEJAS.
Resumen

La impulsividad es la respuesta inmediata que se da sin reflexionar y sin prever sus
consecuencias, dada la presentacion de un estimulo, mientras que, el control de impulsos es la
capacidad que tienen los sujetos de inhibir una conducta impulsiva en situaciones especificas. Se
ha descrito que la frecuencia con la que se ejecutan respuestas impulsivas disminuye conforme se
alcanza la edad adulta, sin embargo, debido a cambios en el funcionamiento cerebral, los
adolescentes son menos capaces de controlar sus impulsos y potencialmente tienen un mayor
riesgo a desarrollar problemas como un trastorno de uso de sustancias (TUS). En este trabajo se
identifico si existen diferencias en el control de impulsos de ratas adolescentes, adultas y viejas,
mediante una tarea de demora del reforzador (DDR), que permitiera emular en el laboratorio las
caracteristicas ontogénicas del control de impulsos halladas en humanos. Adicionalmente, se ha
descrito que la funcion de la habénula lateral (HbL) contribuye al control de los impulsos, pero
no se sabe si el receptor a canabinoides 1 (CB1) de esta estructura esta relacionado con el control
de impulsos, por lo que en este estudio, se detect6 el receptor CB1 mediante la técnica de
inmunofluorescencia y se relaciond el area que ocupd la marca fluorescente en la HbL con el
control de impulsos. Se encontr6 que los adolescentes ejecutaron un porcentaje menor de
respuestas para obtener un reforzador grande cuando se entregaba con una demora de 16
segundos, sugiriendo que los adolescentes son menos tolerantes a la demora del reforzador y por
lo tanto, méas impulsivos que los adultos. En este trabajo no se encontré marca fluorescente del
receptor CB1 en la HbL, por lo que éste receptor en dicha estructura no se encuentra relacionado
con el control de impulsos.



indice

Lo ANEECEUBNTES ..ottt ettt b bbb bbbt e e s e bt eb e bt e b e st et et et e st ene bt e b b e ne e 1
1.1 AUTOCONTTOL ... ettt b e b et b e e b e 2
1.2. Deficiencia del control de impUISOS..........coeierieieiiirr e 9
1.3. Ontogenia del control de IMPUISOS........cc.vcviiieieiiceeer et 10
1.4. Neurobiologia del control de IMPUISOS ........cveviieeeriiiieiertee et s 13
1.5. Sistema endocanabinoide en el control de IMPUISOS..........ccevvviiecerieeececeee e 17
2. Planteamiento del ProbIEma.........cc.ooueiiiiirire s 21
3. Pregunta de INVESTIGACION .......ccoueiriiieiiieieet ettt sttt sttt b et ens 21
A, HIPOTESIS .tttk bbbt h bbbt n e bbb ettt b et ene e ens 22
5. ODJEUIVO GENEIAL.......ociiieeieieeeeeete ettt ettt st et e e et e s baeabesteebaentesteessebesssentesreenaessesreans 22
5.1. ODjJELIVOS ESPECITICOS . .vivreieiteeieeeeeere sttt e a et st s b e e estesbe e s e sreesbebeeanenes 22
B, IMIBLOUO ...ttt bbbttt n b 22
6.1. SUJBLOS ..ttt h bbb bttt a st h e bbbt e bbbt a b b e nnen 22
6.2. B QUIDO et b ettt nb e er e b e 23
6.3. Tarea de Demora del Reforzador (DDR). ......cvviriririninieieieeeeeeeese sttt 23
6.3.1.  ENIrENAMIENTO ..ottt sttt enes 24
B.3.2.  PTUBDA ...ttt ettt 25
6.4. INMUNOTFIUOTESCENCIA......ueviieiiicitce ettt 25
6.5. ANGLISIS 8 ALOS .....covveiiiet ettt 28
7. RESUIAADS ...ttt 30
7.1, DDR Ar€a DaJO 18 CUINVA......c..eveeeiececieeeeeeeee ettt sttt senaessnans 30
7.2. DDR POrcentaje a8 FESPUESEAS .......ccvieeerreireeiesteereestesteetesteesestesreesesteessessesssessesseesessesseensesseenns 31
7.3. INMUNOTIUOIESCENCIA. ...ttt 34
9. LimitaCioneS Y SUQEIENCIAS ....eevevieeeeieitieeesieseeetesteeseestesseetessesseessesseessessesseessessesssessesssessessesssessenseens 47
10, CONCIUSION ...ttt ettt ettt b et et b e 47
11, RETEIENCIAS. ...veuiitiiiiteietcete ettt ettt e bbbt sn et 48
12.  Apéndice A: Consumo de alimento de ad0IESCENTES .......cceverieeeieieieieese e 54
13.  Apéndice B: Criterios de adqUISICION .......cc.ecveieeeieirisesiesesieee et sse e eas 57
14.  Apéndice C: Respuestas ejecutadas durante prueba ..........cocceeeveeiieeeirienieneneseeeeeeeese e 61

15.  Apéndice D: Consumo de @liMENLO .......ccvevueveieieieiieieeeseeteet ettt sre s 63



Introduccion

El uso y dependencia a drogas de abuso constituye un serio problema de salud a nivel
mundial, que tiene repercusiones negativas que van desde el &mbito econdmico, al gastarse
sumas importantes de dinero en los distintos tratamientos actualmente disponibles, hasta el
ambito familiar, que se ve seriamente afectado cuando se tiene a un integrante con un problema
de esta indole. Por ello, el estudio de factores de riesgo puede ayudar a identificar e informar a
aquellos individuos que son mas vulnerables a desarrollar dependencia a sustancias de abuso. Asi
mismo, seria de gran utilidad darles a estos factores un sustrato neuroguimico que permita
generar futuros tratamientos que sean mas efectivos y ayuden a rehabilitar a los pacientes

adictos.

1. Antecedentes

Personalidad del paciente adicto

Segun el Reporte Mundial de Drogas, se estima que durante 2014 existian 247 millones de
consumidores de sustancias de abuso de entre 15 y 64 afios de edad, de los cuales, cerca de 29
millones padecian problemas de dependencia (UNODC, 2016). Se han tratado de identificar los
factores que predisponen a un sujeto a desarrollar un trastorno por consumo de sustancias y,
aunque se han logrado importantes avances en el conocimiento y comprension de este fenémeno,

el problema persiste.

Antes de empezar a consumir sustancias, el paciente adicto manifiesta un tipo de
personalidad, esto es, rasgos y conductas caracteristicas que lo predisponen a desarrollar
dependencia a sustancias. Una de estas caracteristicas, que ha adquirido especial relevancia en el

estudio del consumo de drogas en los ultimos afios, es la falta de autocontrol.



1.1. Autocontrol

El autocontrol es un constructo compuesto por cinco factores: busqueda de riesgo impulsiva,
esto es, la preferencia irrazonable por actividades que son inmediatamente gratificantes pero que
representan un peligro para la integridad del individuo; temperamento volatil, es decir, que un
sujeto es incapaz de controlar sus emociones; preferencia por tareas simples, o sea, aquellas que
requieran de poco esfuerzo para llevarse a cabo; egocentrismo, es decir, que carece de empatia; y
preferencia por actividades fisicas por sobre actividades intelectuales. Se considera que el sujeto
posee mayor autocontrol entre menor sea la prevalencia de dichos factores. Adicionalmente, el
factor busqueda de riesgo impulsiva es el que se correlaciona positivamente y en mayor medida

con el consumo de drogas legales (Romero, Gomez-Fraguela, Luengo, & Sobral, 2003).

La impulsividad es un concepto que ha adquirido una connotacién negativa a lo largo de los
estudios que se han hecho sobre ella. En muchas definiciones se toman en cuenta las
consecuencias negativas que tienen las conductas impulsivas (Evenden, 1999; Moeller, Barratt,
Dougherty, Schmitz, & Swann, 2001). Sin embargo, en este trabajo prescindiremos de dicha
connotacion y se definira la impulsividad como la respuesta inmediata que se da sin reflexionar y

sin prever sus consecuencias, dada la presentacion de un estimulo (Méndez-Diaz et al., 2013).

Se ha hecho una diferencia entre conductas impulsivas funcionales, es decir, aquellas que se
ejecutan en situaciones donde son éptimas para los individuos, y las conductas impulsivas
disfuncionales, es decir, aquellas cuya tendencia a ejecutarse en situaciones que no son éptimas,
representa una dificultad para el individuo (Dickman, 1990). La prevalencia de un tipo u otro de
impulsividad podria estar dada por la frecuencia con la que un sujeto se comporta de manera

impulsiva, de esta manera, entre mayor sea la tendencia a actuar de forma impulsiva, se corre un



mayor riesgo de ejecutar dichas acciones en situaciones donde no sean adecuadas e incluso
tengan consecuencias adversas, predisponiendo al sujeto a buscar nuevas emociones, actividades
o0 valores que puedan resultar dafinos o peligrosos, que los lleven a actuar de forma desinhibida,
poco organizada, planeada y disciplinada ( Romero et al., 2003), dando como resultado la
“impulsividad disfuncional”. La frecuencia con la que se ejecutan respuestas impulsivas esta

regulada por un sistema de control de impulsos (Koob & Volkow, 2010).

El control de impulsos es un mecanismo que se desarrolla conforme a la ontogenia del
individuo (Leonard Green, Fry, & Myerson, 1994), de esta manera, las conductas impulsivas se
ejecutan con mayor frecuencia durante las primeras etapas de la vida, ya que el sistema que las
regula aiin no ha madurado (Paus, 2005; Steinberg, 2010). Sin embargo, conforme el individuo
alcanza la edad adulta, la impulsividad se convierte en un mecanismo adaptativo que permite a
los sujetos conducirse apropiadamente y de acuerdo a las demandas del medio ambiente. Actuar
de manera impulsiva en situaciones especificas asegura la supervivencia de la especie. Por
ejemplo, huir ante un peligro inminente como una explosion. La modulacion de la frecuencia con
la que se generan respuestas impulsivas en las situaciones 6ptimas, da como resultado una

“impulsividad funcional” (Dickman, 1990) (figura 1).
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Figura 1. Esquema del modelo propuesto en este trabajo, basado en los conceptos utilizados por Dickman
(1990). La impulsividad es un rasgo inherente en las primeras etapas del desarrollo, por lo que la mayor frecuencia
de conductas impulsivas predispone al sujeto a buscar nuevas emociones, actividades o valores que puedan resultar
dafiinos o peligrosos (impulsividad disfuncional). La frecuencia con la que se ejecutan conductas impulsivas va
siendo modulada conforme el mecanismo de control de impulsos va madurando en etapas posteriores. De esta
manera, idealmente, las conductas impulsivas van disminuyendo en frecuencia y s6lo se presentan en situaciones

especificas (impulsividad funcional).

Cabe destacar que en algunos individuos, a pesar de estar en etapas de crecimiento avanzadas,

el control de impulsos no se desarrolla o no funciona apropiadamente, por lo que prevalecen en

mayor medida las conductas impulsivas, en comparacion con sus congéneres. Aquellos sujetos

que se comportan predominantemente de esta manera, se les ha denominado “impulsivos”

(Evenden, 1999).



Los sujetos con impulsivos tienen dificultad para la reflexion y la planificacion, ademas de la
tendencia a elegir reforzadores inmediatos (Olmstead, 2006), asi mismo, tienen problemas para
inhibir otros tipos de conducta, por ejemplo, la busqueda de riesgo (Charles et al., 2016). La
busqueda de riesgo se considera también un predictor del inicio del consumo de drogas en la
adolescencia (Charles, Mathias, Acheson, & Dougherty, 2017). Con base en esta evidencia, se
sugiere que los sujetos con impulsividad disfuncional tienen una deficiente toma de decisiones y

una mayor probabilidad de usar y desarrollar dependencia a sustancias de abuso.

Una conducta impulsiva puede ejecutarse ante la incapacidad de tolerar la demora del
reforzador, es decir, los sujetos no son capaces de esperar tiempos prolongados para
experimentar las consecuencias de sus elecciones (Dalley, Everitt, & Robbins, 2011). Por lo que
una de las maneras de estudiar el control de impulsos ha sido poner a los sujetos a elegir entre
recompensas de diferentes tamafios y demoras (Ainslie, 1975). A estos paradigmas se les ha
denominado “descuento temporal”, en éstos, el valor subjetivo de una recompensa disminuye
conforme el tiempo para recibirla aumenta (Leonard Green, Myerson, Holt, Slevin, & Estle,
2004). Dicho valor subjetivo se refiere a la fuerza o efectividad del reforzador para generar una
respuesta instrumental (Mazur, 2001). Dentro del descuento temporal, los sujetos con poco
control de impulsos se caracterizan por ser intolerantes a la entrega demorada de una recompensa
y esto se refleja conductualmente en la preferencia de reforzadores pequefios e inmediatos, por
sobre aquellos que son grandes pero entregados con demora (Pattij & VVanderschuren, 2008;

Rachlin & Green, 1972; Winstanley, Eagle, & Robbins, 2006).

Para describir como el valor subjetivo de una recompensa disminuye, se han propuesto

modelos matematicos, de los cuales, el modelo hiperbolico de Mazur ha demostrado ser el que



posee un mejor ajuste a los datos observados. La ecuacion que describe dicho modelo es la

siguiente:

A
V=
1+KD

Donde V es igual al valor de un reforzador que es entregado después de una demora D en
segundos, A se refiere a la cantidad total del reforzador y K es el valor de pendiente, que
determina qué tan pronunciada es la caida del valor de V conforme incrementa D (Mazur, 2001).
El valor 1, aparece en el denominador de la ecuacion para evitar que el valor de V se prolongue
al infinito conforme D se aproxime a 0 (Odum, 2011). De esta forma, los sujetos pueden ser
clasificados con un alto control de impulsos cuando presenten una curva de respuestas
negativamente acelerada poco pronunciada o con un valor de pendiente cercano al cero, lo que
significa que tienen preferencia por un reforzador a pesar del incremento en la demora de su
entrega, con respecto a otro mas pequefio y entregado inmediatamente. Por otro lado, la curva de
los sujetos con poco control de impulsos es mas pronunciada debido a un valor de pendiente
grande, lo que quiere decir que la preferencia del reforzador disminuye drasticamente conforme

aumenta la demora de su entrega (figura 2).

Sin embargo, no hay un valor establecido de la pendiente para poder catalogar a los sujetos de
manera sistematica como poco impulsivos o muy impulsivos, ya que todos los estudios reportan
comparaciones entre grupos con los valores de la pendiente obtenidos de sus sujetos (Green,
Myerson, & McFadden, 1997; Leonard Green et al., 2004; Perry, Larson, German, Madden, &

Carroll, 2005).
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Figura 2. Curvas negativamente aceleradas obtenidas a partir del paradigma de descuento temporal. El valor que
se le asigna a una recompensa monetaria ($100), disminuye de acuerdo a la demora de entrega y varia entre sujetos
con mayor impulsividad (linea negra continua) y menor impulsividad (linea negra punteada). Por ejemplo, los
sujetos impulsivos devaltan en mayor medida la recompensa monetaria (linea roja), en comparacion con los sujetos
menos impulsivos (linea azul) en el mismo valor de demora (100 dias; linea verde). Modificado de (Amlung, Petker,
Jackson, Balodis, & Mackillop, 2017).

Otro parametro que se utiliza para clasificar a los sujetos como altos impulsivos y bajos
impulsivos, ha sido el punto de indiferencia, que es el valor de demora en el que el sujeto tiene la
misma preferencia por reforzador pequefio e inmediato y el reforzador grande y demorado (Perry
& Carroll, 2008). Por ejemplo, en un estudio desarrollado por Broos, et al. (2012), clasificaron a
un grupo de ratas como altas impulsivas y bajas impulsivas mediante los puntos de indiferencia
de cada animal, encontrando que los sujetos con alta impulsividad tenian una recaida por cocaina
inducida por contexto mas pronunciada que los sujetos con baja impulsividad. Tanto el punto de

indiferencia como el valor de la pendiente pueden derivarse de dos procedimientos que se han



utilizado ampliamente para estudiar el descuento temporal: el primero se ha denominado demora
ajustada, en donde se determina el valor del reforzador mas grande al ajustarlo con la demora de
entrega del reforzador mas pequefio; el segundo es Ilamado cantidad ajustada, en donde la

cantidad de una de las opciones puede ser ajustada a lo largo de los ensayos, mientras el valor de

demora permanece constante (Odum, 2011).

Otro procedimiento ampliamente utilizado para evaluar el control de impulsos, es la tarea de
demora del reforzador (DDR), donde se utiliza como variable dependiente la preferencia de un
reforzador grande con respecto a uno pequefio e inmediato, medido como el porcentaje de
respuestas de eleccion conforme la demora de entrega aumenta (Evenden & Ryan, 1996;
Sanchez-Alavez & Ehlers, 2015; van Gaalen, van Koten, Schoffelmeer, & Vanderschuren, 2006;
Winstanley, Dalley, Theobald, & Robbins, 2003). De esta manera, entre mayor preferencia tenga
un sujeto por el reforzador grande y demorado, se infiere que posee un mayor control de
impulsos, comparado con un sujeto que prefiera en gran medida el reforzador pequefio e

inmediato.

Ya que el valor de la pendiente es un parametro libre determinado por el ajuste del modelo
matematico de Mazur a los valores observados, no representa una medida directa del control de
impulsos y s6lo se convierte en un valor hipotético. Para obtener una medida general de control
de impulsos que combine maltiples valores reales de descuento obtenidos a diferentes demoras,
se ha tomado como valor determinante el &rea bajo la curva (ABC) de manera que, entre mas
grande sea el valor del ABC, significa que existe mayor preferencia por el reforzador a pesar del
incremento en la demora de su entrega (Huskinson, Green, Miyerson, & Freeman, 2015;
Myerson, Green, & Warusawitharana, 2001; Reed, Kaplan, & Brewer, 2012). Por ejemplo, se ha

visto que el ABC de una tarea de descuento temporal llevada a cabo por sujetos de 9-23 afios de



edad, incrementaba con respecto a la edad, y ya que se estima que los sujetos con valores
elevados del ABC poseen mayor control de impulsos que aquellos sujetos con menores valores
del ABC, entonces el control de impulsos aumenta con la edad (Olson, Hooper, Collins, &

Luciana, 2007).

En este trabajo, el control de impulsos se defini6é operacionalmente como, dada la presencia
de dos reforzadores, la preferencia del reforzador més grande a pesar del incremento en la

demora de su entrega, con respecto a uno pequefio cuya obtencion y disponibilidad es inmediata.

1.2. Deficiencia del control de impulsos

La investigacion del control de impulsos ha englobado trabajos que relacionan su deficiencia
con diversos trastornos mentales, como por ejemplo, el trastorno por déficit de atencién con
hiperactividad (ADHD), juego patolégico y trastornos del uso de sustancias (TUS) (Aron, 2011,

Dalley et al., 2011).

En estudios realizados con adolescentes, en donde se mide la impulsividad mediante la
aplicacion de escalas y auto-reportes, se ha encontrado que aquellos sujetos que punttian con
mayores valores de impulsividad, tienden a presentar comportamientos delictivos (Fine,

Steinberg, Frick, & Cauffman, 2016).

En el caso de modelos animales, se clasificd a un grupo de ratas de acuerdo a su actividad
locomotora en un ambiente novedoso. Posteriormente se sometieron a un protocolo de
autoadministracion de anfetamina, encontrando que aquellos sujetos que tuvieron mayor
actividad locomotora, se autoadministraban un mayor numero de infusiones que aquellos sujetos

con menor actividad locomotora (Dellu, Piazza, Mayo, Le Moal, & Simon, 1996).
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Asi mismo, Perry, et al. (2005), realizaron un experimento en el que catalogaron a un grupo
de ratas, como individuos con alta o baja impulsividad con base en una tarea de descuento
temporal. Al someterlas a un protocolo de autoadministracion de cocaina, encontraron que sélo
el 20% de ratas catalogadas con baja impulsividad adquirian la respuesta de palanqueo durante
los primeros 10 dias de entrenamiento y este porcentaje se mantenia durante los 20 dias restantes
de autoadministracion. Mientras que, en los primeros 10 dias, el 40% de las ratas catalogadas
como altamente impulsivas adquirian dicha respuesta, sumandose progresivamente el nimero de
individuos hasta alcanzar el 80% en los Gltimos cinco dias de entrenamiento. Estos resultados
muestran que aquellos sujetos que ejecutan predominantemente respuestas impulsivas, tienden a
consumir en mayor medida una sustancia de abuso que aquellos sujetos con menor frecuencia de
conductas impulsivas, por lo que se sugiere que la alta frecuencia de conductas impulsivas es uno

de los factores que contribuyen al desarrollo de un TUS.

Con base en los estudios presentados anteriormente, el tener deficiencias en el control de
impulsos se ha caracterizado como un rasgo que puede vulnerar a los sujetos a adquirir un TUS

con mayor probabilidad que aquellos con un mayor control de impulsos.

1.3. Ontogenia del control de impulsos

Los humanos presentan mayor eficiencia en el control de impulsos conforme aumenta la
edad. En un estudio realizado por Leonard Green et al. (1994), sujetos mayores de 60 afios
evaluados en una tarea de descuento temporal presentaron una curva negativamente acelerada
mucho menos pronunciada que la de los adultos jovenes, y éstos a su vez, presentaron una curva
mucho menos pronunciada que los nifios. Lo anterior quiere decir que, a edades tempranas, los

sujetos no son capaces de esperar tiempos prolongados para obtener un reforzador, por lo que lo
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devalian mas rapidamente que los adultos jovenes. A su vez, los adultos mayores de 60 afios,
son los que menos devallan la recompensa, ya que son capaces de esperar su entrega mucho méas
tiempo que los adultos jovenes. Dado lo anterior, se sugiere que el control de impulsos se va
desarrollando a lo largo de la vida de los sujetos. Cabe mencionar que estos resultados no se han
modelado en animales, de forma que en el laboratorio se puedan manipular otras variables que
permitan entender el efecto que tienen las diferencias ontogéenicas del control de impulsos sobre
el abuso de sustancias o el desarrollo de trastornos mentales, asi como su tratamiento y

prevencion.

Aunque el control de impulsos se desarrolla a lo largo de la vida de los sujetos, durante la
adolescencia (periodo comprendido entre los 10 y 19 afios de edad, segun la OMS), los humanos
se caracterizan por la tendencia a llevar a cabo conductas impulsivas y altamente riesgosas. Esta
tendencia disminuye cuando llegan a la edad adulta (Steinberg, 2010). Por ejemplo, en la
Encuesta Nacional del Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco (ENCODAT, 2016), se ha
reportado que la edad promedio del inicio de consumo de sustancias es de 17.8 afios. Asi mismo,
se reporta que los accidentes de transito son la principal causa de muerte entre personas de 15-29
afios a nivel mundial (WHO, 2016). Dicha prevalencia de conductas impulsivas y riesgosas se
han relacionado con los cambios producidos por el desarrollo cerebral en la etapa adolescente

(Doremus-Fitzwater, Varlinskaya, & Spear, 2010).

Se han propuesto dos procesos de desarrollo cerebral que ocurren simultaneamente en la
adolescencia y que podrian explicar la predisposicion a conductas impulsivas y la basqueda de
riesgo que se presentan durante esta etapa. El primero involucra la participacion del sistema de
motivacion y recompensa, que madura rapidamente durante este periodo, por lo que se considera

que las conductas del adolescente son principalmente controladas por el funcionamiento de este



12

circuito; el sequndo proceso es la inmadurez de la corteza prefrontal (CPF), cuyas conexiones
con otras estructuras no son lo suficientemente funcionales para proporcionar un adecuado

control de la conducta (Casey, Getz, & Galvan, 2008; Romer, 2010).

Durante el desarrollo, la CPF es la ultima estructura cortical en alcanzar la madurez mediante
la masiva degeneracion de neuronas, disminuyendo la densidad de materia gris, la cual se ha
relacionado con la eficiencia de las funciones ejecutivas (Gogtay et al., 2004). Las funciones
ejecutivas son procesos de alto nivel cognitivo que permiten a los sujetos dirigir su
comportamiento hacia la creacion de planes, iniciando su ejecucion y manteniendo su
desempefio hasta completarlos, ejemplos de éstas son el control atencional, la planeacion, la
flexibilidad cognitiva y la fluencia verbal (Jurado & Rosselli, 2007). También se ha reportado
que durante la adolescencia, junto a la pérdida de materia gris, se lleva a cabo un proceso de
pruning, que es la disminucion de la cantidad de conexiones excesivas, caracteristicas en el
cerebro inmaduro (Selemon, 2013). Adicionalmente, hay un incremento de materia blanca dado
por el proceso de mielinizacion que se genera durante esta etapa y que se ha relacionado con el

establecimiento de conexiones mas eficientes (Steinberg, 2008).

En la etapa adolescente también se presenta un aumento en la actividad del circuito de
motivacion y recompensa, esto es, la actividad exacerbada del nicleo acumbens (NAc) con
respecto al funcionamiento de la corteza prefrontal (Galvan et al., 2006). Debido a esta
disparidad en el funcionamiento de ambas estructuras, es muy probable que el cerebro de los
adolescentes se encuentre mas reactivo al reforzamiento con respecto al del adulto, y sea la razon
por la que durante esta etapa, los adolescentes presentan méas conductas impulsivas que los lleven

a involucrarse en actividades riesgosas como el consumo de sustancias.
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Finalmente, debido a que la impulsividad es una caracteristica que disminuye con la edad, la
mayoria de los estudios sobre control de impulsos se han enfocado exclusivamente en la nifiez,
adolescencia y adultez temprana (Charles et al., 2016, 2017; Fine et al., 2016; Galvan, Hare,
Voss, Glover, & Casey, 2007; Kollins, 2003; Shulman, Harden, Chein, & Steinberg, 2015;
Steinberg, 2010). Sin embargo, se ha reportado que los trastornos del control de impulsos, como
la ludopatia (Kausch, 2004) o el trastorno explosivo intermitente (Tamam, Bican, & Keskin,
2014), se siguen presentando en edades avanzadas, por lo que la prevalencia de la impulsividad
de rasgo en la vejez también tendria que ser un tema de interés en el estudio del control de

impulsos.

1.4. Neurobiologia del control de impulsos

Los circuitos neuronales involucrados en el control de impulsos se encuentran relacionados
con funciones y circuitos de inhibicidn, procesos atencionales y memoria de trabajo (Aron,
2011). Aron, et al. (2003), identificaron algunas regiones responsables del control de impulsos,
realizando resonancias magnéticas funcionales a un grupo de sujetos sanos y otro grupo de
pacientes con dafios neuronales en diferentes regiones del 16bulo frontal, entre ellos, la corteza

orbitofrontal y medial, el giro frontal inferior, medio y superior derechos.

Los sujetos realizaron una tarea Go/no-Go, cuyos ensayos Go consistian en presionar un
bot6n lo més rapidamente posible al presentarse un estimulo visual, mientras que en los ensayos
no-Go, se presentaba un sonido después de la primera sefial, que indicaba que el participante
debia inhibir la respuesta iniciada. A partir del tiempo reaccion de los ensayos Go, se determind
el tiempo de reaccion asociado a la sefial de paro, es decir, el tiempo minimo que los sujetos

necesitaban para inhibir la respuesta durante los ensayos no-Go. En este estudio, los participantes
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con lesiones en la corteza frontal tuvieron un menor control de impulsos que los participantes
sanos. Al correlacionar el tiempo asociado a la sefial de paro con el tamafio del dafio en las
regiones especificas, se encontré una correlacion positiva solamente en el giro frontal inferior
derecho, es decir, el dafio en esta region se relaciona con problemas en la inhibicion de una
conducta y, por lo tanto, el giro frontal inferior es particularmente critico para el control de

impulsos.

Se ha sugerido que las proyecciones excitadoras del giro frontal inferior derecho con los
nucleos de la base, principalmente el nucleo subtalamico, es uno de los mecanismos para el
control de impulsos, denominado “via hiperdirecta” (Aron, 2011; Aron & Poldrack, 2006). A su
vez, el nucleo subtaldmico manda sus proyecciones excitadoras hacia el globo palido interno
(nucleo entopeduncular en roedores, EP), que manda proyecciones GABAGérgicas hacia el

tdlamo, promoviendo la inhibicién de la conducta (Nambu, Tokuno, & Takada, 2002).

Ademas de sus conexiones con el talamo, se ha descrito que el EP también se conecta con la
habénula lateral (HbL), mediante proyecciones que son dos terceras partes glutamatérgicas y el
resto GABAGérgicas. La estimulacion optogenética de las células glutamatérgicas del EP que
proyectan hacia la HbL tiene consecuencias aversivas en un paradigma de condicionamiento de
preferencia de lugar, es decir, que los sujetos evitan el compartimento en el que se estimula dicha
conexion, a diferencia de los animales que no expresaron el canal de rodopsina (Shabel, Proulx,
Trias, Murphy, & Malinow, 2012). También es importante destacar que parte de las aferencias
glutamatérgicas que recibe no solo provienen del EP, sino también del hipotalamo lateral, la
corteza cerebral y el area ventral tegmental (VTA) (Meye, Lecca, Valentinova, & Mameli, 2013)
(figura 3). EI VTA a su vez, manda proyecciones dopaminérgicas al NAc. La estimulacion

dopaminérgica del NAc esta relacionada con la sensacion subjetiva de placer, asociada al



15

consumo de reforzadores naturales como alimento, agua, llevar a cabo conducta sexual y no
naturales como las drogas de abuso (Fields, Hjelmstad, Margolis, & Nicola, 2007). Ambas
estructuras conforman los principales componentes del circuito de motivacién y recompensa, que

se encarga de los procesos de reforzamiento positivo (Schultz, Dayan, & Montague, 1997).

LPO VP GPi

m |

LH

HbL

SNc VTA VIVITg

MR DR LDTg

Figura 3. Principales aferencias y eferencias de la HbL. Principales aferencias de la HbL (verde). Eferencias a
células principalmente serotoninérgicas (naranja). Eferencias a células principalmente dopaminérgicas (amarillo).
DR, nlcleos del rafé dorsal; GPi, globo palido interno; LTDg, nlcleo laterodorsal tegmental; LH, hipotalamo lateral;
LPO, area predptica lateral; MR, nicleos del rafé medial; SNc, sustancia negra pars compacta; ; VMTg, grupo
celular ventromedial tegmental; VP palido ventral (m, medial; |, lateral); VTA, area ventral tegmental (modificada
de Geisler & Trimble, 2008).

El perfil neuroquimico de las células que componen la HbL es principalmente glutamatérgico
(Aizawa, Kobayashi, Tanaka, Fukai, & Okamoto, 2012), y segun estudios de hibridacion in situ,

existe RNAm de la enzima glutamato descarboxilasa 67 (GAD67), en la regién del subnicleo
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oval, por lo que podria poseer algunas neuronas GABAérgicas. Mediante inmunohistoquimica se
ha demostrado que recibe muchas aferencias GABAérgicas debido a la sefial que se presenta

contra GAD 67 (Brinschwitz et al., 2010).

La conexion EP-HbL puede ser un puente importante entre los sistemas de control de
impulsos y el sistema de motivacion y recompensa, ya que se ha descrito que la HbL manda
proyecciones a las células del VTA (Herkenham & Nauta, 1979). Adicionalmente, se ha
demostrado que la estimulacion eléctrica de las células de la HbL produce una inhibicién de las
células dopaminérgicas del VTA (Christoph, Leonzio, & Wilcox, 1986). Sin embargo, se ha
discutido que esta inhibicion no es resultado de la accion directa de la HbL sobre el VTA, sino
que las células glutamatérgicas de la HbL activan a las neuronas GABAérgicas del nicleo
rostromedial tegmental (RMTg) (Balcita-Pedicino, Omelchenko, Bell, & Sesack, 2011; Brown et

al., 2017) (figura 4).
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Figura 4. Esquema que muestra la conexion de las neuronas glutamatérgicas (GLU) de la HbL con las células
GABAérgicas (GABA) del RMTg, inhibiendo a las células dopaminérgicas (DA) del VTA. Adicionalmente se
muestra la localizacion de receptores del sistema endocanabinoide (CB1). Modificado de Barrot et al., 2012.
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Adicionalmente, se ha demostrado que al inhibir la funcion de la HbL con la infusion de los
agonistas GABAeérgicos muscimol y baclofen, hay un aumento en las respuestas impulsivas
ejecutadas en un paradigma Go/noGo (Zapata, Hwang, & Lupica, 2017). Asi mismo, se ha
encontrado que al lesionar la HbL, hay un incremento significativo de consumo de alcohol
voluntario, en comparacion con los sujetos control (Haack et al., 2014). Las evidencias anteriores
sugieren que la funcién de la HbL, inhibe la ejecucion de respuestas impulsivas, mientras que su
inactividad aumenta la frecuencia de conductas impulsivas y la frecuencia con la que se consume
una sustancia de abuso, como el alcohol, lo que podria vulnerar a los sujetos al desarrollo de

TUS.

1.5. Sistema endocanabinoide en el control de impulsos

Debido a que los organismos deben de elegir entre varias opciones de forma éptima para
asegurar su supervivencia, es importante que el circuito de control de impulsos-sistema de
motivacion y recompensa esté modulado por un sistema de neurotransmisién que le permita
elegir un curso de accion u opcién de manera efectiva. Dada la naturaleza principalmente
glutamatérgica y GABAGérgica de las estructuras que componen este circuito, sugerimos que el
sistema de neurotransmision de los endocanabinoides esta regulando su actividad. A

continuacion, describiremos la razén de esta hipétesis.

El sistema de endocanabinoides tiene una amplia distribucion en el Sistema Nervioso Central
en regiones como el hipocampo (Hip), nucleos de la base, cerebelo y amigdala (Miles

Herkenham et al., 1990) (figura 5).
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Figura 5. Autoradiografia de la unién del cannabinoide [°*H] CP 55,940 a los receptores a canabinoides en diversas
estructuras del cerebro de rata (A) y de humano (B, C y D). Am, amigdala; Br St, tronco encefalico; C, caudado;
Cer, cerebelo; Col, coliculo; CP, caudado-putamen; Cx, corteza; Cx Ent, corteza entorrinal; GD, giro dentado; EP,
nacleo entopeduncular (homdélogo de GPi); GP, globo palido (e, externo; i, interno); Hip, hipocampo; Hy,
hipotalamo; P, putamen; SNr, sustancia nigra reticulata; Th, tAdlamo. Modificado de Herkenham, et al., 1990.

Estad compuesto por los canabinoides enddgenos, enzimas de sintesis y degradacion, asi como
por los receptores a canabinoides (figura 6). Los endocannabinoides méas estudiados son la
anandamida (AEA), el 2 araquidonil glicerol (2-AG) y la oleamida (ODA) (tabla 1). Los
principales receptores son el receptor canabinoide 1 (CB1) y el receptor canabinoide 2 (CB2),
pero se ha descrito que los endocanabinoides también pueden ejercer su accion a través de otros
receptores como GPR55 o TRPV1 (A. J. Brown, 2007; Ryberg et al., 2007). De estos receptores,
el mas estudiado es el CB1, que se expresa principalmente en los botones presinapticos de las
células GABAGérgicas y, en menor proporcion, de las células glutamatérgicas; adicionalmente, su
activacion inhibe la liberacion de neurotransmisor (Kendall & Alexander, 2009).
Adicionalmente, en ratas, se ha reportado que la densidad del receptor CB1 tiene un incremento

progresivo respecto a la edad en el estriado, corteza limbica y la region ventral del mesencéfalo
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desde los diez dias posnatales (DPN), alcanzando un pico maximo en los DPN 30-40 (Rodriguez
de Fonseca, Ramos, Bonnin, & Fernandez-Ruiz, 1993), edad que corresponde a la etapa de
desarrollo adolescente segun el rango que se ha establecido (Spear, 2000). Adicionalmente se ha
reportado que, a comparacion de las ratas adultas y viejas, los adolescentes tienen un porcentaje
menor de CB1 en NAc, CPF e Hip (Amancio-Belmont, Romano-Lo6pez, Ruiz-Contreras,

Méndez-Diaz, & Prospéro-Garcia, 2016).
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Figura 6. Sintesis, accion y degradacion de endocanabinoides. Vias de sintesis a) La activacion de los receptores
muscarinicos (M1,3,5) o glutamatérgicos (mGIluR1/5) generan fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), que al ser
hidrolizado por la fosfolipasa C (PLC), forma inositol trifosfato (IPs) y diacil glicerol (DAG). El IPsabre los canales
de calcio de los almacenes del reticulo endoplasmatico, activando a la enzmima DAGL, que convierte al DAG en 2
araquidonilglicerol (2-AG). La sintesis de anandamida (AEA), inicia con la accion de la enzima N-aciltransferasa,
activada por calcio (Ca2+), sobre la fosfatidiletanolamina (PhosEA), convirtiéndola en N-araquidonil- fosfatidil-
etanolamina (NAPE). La enzima fosfatidil-etanolamina-fosfolipasa D especifica (NAPE-PLD) actia sobre NAPE,
generando AEA. 2-AG y AEA actuan en los receptores presinapticos CB1 y CB2. La activacion del CB1, genera la
apertura de canales de potasio (K+), la inhibicion del adenilato ciclasa (AC) y el cierre de canales de Ca2+. AEA es
recapturada por el transportador membranal endocanabinoide (EMT) y degradada por la hidrolasa de amidas y
acidos grasos (FAAH) transformandola en acido araquidénico (A.A.) y etanolamida. El 2-AG es hidrolizada por la
enzima monoacilglicerol lipasa (MAGL), presente en la presinapsis, convirtiéndola en A.A. y glicerol. Tomada de
Prospéro-Garcia, Amancio-Belmont, Becerril-Meléndez, Ruiz-Contreras, & Méndez-Diaz, 2016.
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Tabla 1.

Endocanabinoides y principales receptores a los que se acoplan.

Endocanabinoide Receptor al que Referencias
se acopla
AEA CB1>CB2

lannotti, Di Marzo, & Petrosino, 2016
2-AG CB1=CB2

National Center for Biotechnology Information.
ODA CB1 PubChem Compound Database; CID=5283387,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5283387
(accessed May 4, 2017).

AEA, anandamida; 2-AG, araquidonil glicerol; ODA, oleamida; CB1, receptor canabinoide 1; CB2, receptor
canabinoide 2.

Adicionalmente a los sistemas de nerotransmision glutamatérgico y GABAErgico, el sistema
de endocanabinoides tiene una gran representacion en el sistema de inhibicion de la conducta, ya
que el receptor CBL1 se encuentra localizado a lo largo de la corteza cerebral, EP, HoL y VTA
(Herkenham et al., 1991). EI receptor CB1 también esta presente en las células del RMTg y su
activacion esta involucrada en la inhibicion de las proyecciones GABAérgicas que manda hacia
el VTA (Barrot et al., 2012; Lecca, Melis, Luchicchi, Ennas, et al., 2011; Lecca, Melis,
Luchicchi, Muntoni, & Pistis, 2011). Sin embargo, se desconoce si la presencia de este receptor

en las demas estructuras que conforman el circuito esta relacionada con el control de impulsos.
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2. Planteamiento del problema

El autocontrol se compone de cinco factores, entre estos, la impulsividad es la que

mayormente se correlaciona con el consumo de drogas.

Durante las primeras etapas de la vida, el sistema de control de impulsos no esta
completamente desarrollado, por lo que las conductas impulsivas son muy frecuentes. Conforme
se da el desarrollo ontogénico del individuo, el sistema de control de impulsos madura y se

encarga de regular la frecuencia con la que se llevan a cabo las conductas impulsivas.

La evidencia sugiere que la actividad exacerbada del circuito de motivacion y recompensa,
con respecto a la funcion de la corteza prefrontal, es responsable de un control de impulsos

deficiente.

La actividad de la HbL inhibe las conductas impulsivas, mediante la inhibicion indirecta de

las células dopaminérgicas del VTA.

Sin embargo, la relacion del CB1 con las estructuras que forman el circuito de control de
impulsos-motivacion y recompensa no esta completamente descrita, principalmente en la

conexién EP- HbL.

3. Pregunta de investigacion

¢El control de impulsos de ratas adultas y viejas es diferente al de las ratas adolescentes?

¢Existen diferencias en la cantidad de CB1 en la HbL de ratas adolescentes, adultas y viejas?

¢Existe una relacion entre el control de impulsos y la expresion del receptor CB1 en la HbL?
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4. Hipotesis

Las ratas adolescentes mostraran menor control de impulsos que las ratas adultas y viejas.

Las ratas adolescentes tendran mayor expresion del receptor CB1 en la HbL que las ratas

adultas y viejas.

El receptor CB1 expresado en la HbL, se correlacionara negativamente con el control de

impulsos.

5. Objetivo general

Evaluar el control de impulsos de ratas adolescentes, adultas y viejas, para relacionarlo con la

expresion del receptor CB1 en la HbL.

5.1. Objetivos especificos

Demostrar, mediante la DDR, que las ratas adolescentes tienen menor control de impulsos que

las ratas adultas y viejas.

Cuantificar, mediante inmunofluorescencia, la expresion del receptor CB1 en la HbL.

Relacionar la cuantificacion del receptor CB1 de la HbL con el control de impulsos.

6. Método

6.1. Sujetos

Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar: 10 ratas adolescentes con 25 dias posnatales

(DP) al inicio de la privacion de alimento y 30 DP al inicio del entrenamiento (Adolescencia:



23

DP25 — DP 42); 10 ratas adultas (DP 90 — DP 120); 10 ratas viejas (DP 360 — DP 390). Se
mantuvieron a los sujetos en condiciones de luz-oscuridad 12x12 (hora de encendido 9:00 p.m.),
temperatura (21+/- 1°C) y humedad (52%) constantes. Los sujetos se alojaron en cajas
habitacion individuales con acceso al agua ad libitum. Para motivar a los sujetos a responder, se
controlo la ingesta de alimento (Rat Chow, Purina), manteniéndolos al 80% de su peso. El
manejo y cuidado de los animales empleados se apego estrictamente a las disposiciones
establecidas en la Norma Oficial Mexicana sobre “Especificaciones Técnicas para la produccion,

cuidado y uso de animales de laboratorio” (NOM-062-Z00-1999).

6.2. Equipo

Se utilizaron seis camaras operantes (MED Associates Inc. Modelo ENV-007CT) equipadas
con un comedero de metal (ENV-200R2M), localizado a 2 cm del piso de la cAmara y conectado
a través de una manguera de plastico a un dispensador de pellets de precision (Modelo ENV-
203M-45). Cada una de las camaras estuvo equipada con una luz (ENV-215M) y dos palancas de
metal retractiles (Modelo ENV-112CM), activadas con una fuerza aproximada de 0.25 N,

ubicadas a ambos lados del comedero y a una altura de 6 cm por encima del piso de la cdmara.

Adicionalmente, una luz estimulo (ENV-221M) estuvo localizada a 2 cm sobre cada palanca.
Cada una de las seis camaras se colocd dentro de un cubiculo sonoamortiguado (Modelo ENV-

018V).

6.3. Tarea de Demora del Reforzador (DDR).

Una vez que los sujetos alcanzaron el 80% de su peso, iniciaron las sesiones de

entrenamiento. Estas se llevaron a cabo al inicio de la fase de oscuridad del ciclo luz-oscuridad.
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6.3.1. Entrenamiento

Los sujetos fueron entrenados en las cAmaras operantes en un programa de razén fija uno
(RF1), es decir, con cada presion de palanca ejecutada por el sujeto, se entregaba un reforzador.
El entrenamiento termind cuando los sujetos alcanzaron 60 ensayos en el caso del grupo de los
adultos y el de los viejos, 30 ensayos en el caso de los adolescentes, o transcurridos 30 minutos,
lo que ocurriese primero. Cabe sefialar que la diferencia en el numero de ensayos entre los
grupos se debe a que, un grupo piloto de ratas adolescentes, sélo alcanzé a consumir un
promedio maximo del 57.27% de la cantidad mé&xima de comida disponible (13.5 gr), entregada
a las ratas adultas y viejas en el tiempo establecido, impidiéndoles cumplir con los criterios de
adquisicion de la prueba conductual (ver apéndice A). Dicho porcentaje se alcanzo hasta el DP
38, tiempo insuficiente para completar los criterios de adquisicion y realizar la fase de prueba
dentro del limite de los DP considerados para la etapa adolescente, por lo que se establecio
reducir el nimero de ensayos al 50% de los correspondientes a los grupos de ratas adultas y

viejas.

Cada sesion de entrenamiento comenzo con la extension de ambas palancas y las luces
estimulo encendidas. Cada vez que el sujeto respondia en una de las palancas, ambas se retraian
y las luces estimulo se apagaban, encendiéndose la luz de la cdmara y el dispensador de pellets.
La presion de la palanca derecha tenia como resultado la entrega inmediata de cinco pellets de
precision (Dustless Precision pellets ®, 45 mg Rodent Purified Diet milk flavor), mientras que la
presion de la palanca izquierda entregaba inmediatamente un solo pellet de precision.
Adicionalmente, la luz de la cAmara permanecia encendida 5 segundos después de la entrega de

la recompensa, indicando un intervalo entre ensayos. Se tomé como criterio de adquisicion que
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los animales generaran al menos un 80% de respuestas y que, de ellas, al menos un 85% fuesen

en la palanca derecha durante tres dias consecutivos.
6.3.2. Prueba

Una vez cumplido el criterio de adquisicion de la respuesta (ver apéndice B), los sujetos
pasaron por una fase de prueba, 6 dias, que consistid en el incremento del tiempo entre la
ejecucion de la respuesta y la entrega de la recompensa, sélo de la palanca derecha. Las demoras
utilizadas fueron 2, 4, 8, 16, 32 y 64 segundos, programando una cada dia de la fase en orden

ascendente. La palanca izquierda conservo los mismos criterios que en la fase de entrenamiento.

Se registrd el numero de respuestas dadas en cada palanca y como variable dependiente se
tomé la preferencia, medida como el porcentaje de respuestas dadas para la obtencion del
reforzador més grande de acuerdo al total de respuestas generadas en cada valor de demora, esto

€es:

nimero de respuestas en palanca derecha <100

Preferencia = —
(respuestas en palanca derecha+respuestas en palanca izquierda)

6.4. Inmunofluorescencia

Para evaluar la expresion del receptor CB1 se uso la técnica de inmunofluorescencia, que
permitio localizar y cuantificar la expresion de CB1 y de forma simulténea utilizar NeuN como
marcador neuronal y tefiir los nucleos celulares con un medio de montaje que contenia 4 ',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI). Se utilizaron los tres grupos de ratas sometidas al procedimiento

de autoadministracién de alimento.
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Para obtener el tejido, se anestesid a las ratas con pentobarbital sddico (126 mg/kg, i.p.) y se
procedio a perfundirlas transcardialmente, primero con 250 ml de una solucion de buffer de
fosfato sédico al 0.1 M (PBS) y luego con 250 ml de paraformaldehido al 4% (PFH). Se
extrajeron los cerebros y se almacenaron en PFH durante 24 horas. Posteriormente, se

sumergieron en soluciones de sacarosa al 10%, 20% y 30%, por 24 horas cada una.

Se cortaron los cerebros en un criostato a un grosor de 14 um, colocando las rebanadas en
portaobjetos gelatinizados y dejandolas reposar por 24 horas. Para localizar las regiones

anatomicas de interés se utilizo el atlas del cerebro de rata (Paxinos & Watson, 2007) (figura 7).

Figure 33
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Figura 7. Nivel aproximado de los cortes cerebrales utilizados para mostrar la habénula lateral (azul). Se tomé
como referencia la extension del hipocampo, la forma del giro dentado (GD) del hipocampo y la mayor extension
de la habénula lateral (HbLM; HbLL) con respecto a la habénula medial (HbM). Regidn de interés para tomar las
fotos (naranja). Modificado de Paxinos & Watson, 2006.



27

Los cortes en las laminillas fueron delimitados con una pluma ImmEdge™ (Vector
Laboratories). Dentro de una cAmara humeda, se realizaron tres lavados a los cortes con 100ul de
Triton-PBS al 0.3%, por 10 minutos cada uno y consecutivamente se incubaron por dos horas en
100ul de albumina de suero bovino al 5% (BSA), preparado en Triton-PBS. Se incubaron los
cortes por 24 horas con 100l de anticuerpo policlonal de conejo anti-receptor CB1 (Abcam,
AB23703) diluido en BSA a una concentracion de 1:1000. Se hicieron nuevamente tres lavados
con Tritén-PBS por diez minutos cada uno y se incubaron los cortes por dos horas con 100ul de
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a fluorocromo Alexa Fluor-488 (Thermo Fisher
Scientific, A21206) preparado en BSA y con una concentracion de 1:1000. Los tejidos se lavaron
tres veces nuevamente con Triton-PBS, durando diez minutos cada lavado. Para analizar la co-
expresion de NeuN se afiadieron 100ul de anticuerpo monoclonal de raton anti-NeuN (Millipore,
MAB377) a una concentracion 1:1000 diluido en BSA y se dejaron incubar por 24 horas en la
camara humeda. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con Triton-PBS de diez minutos cada
uno y se dejaron incubar los cortes con anticuerpo secundario anti-ratén acoplado a fluorocromo
Alexa Fluor-555 (Abcam, AB150114) diluido en BSA a una concentracion 1:1000 durante dos
horas, pasadas las cuales, se realizaron tres ultimos lavados con 100ul de Triton-PBS por diez

minutos cada uno.

Finalmente, a cada corte se le agregaron dos gotas de medio de montaje para fluourescencia
Vectachield con DAPI (Vector Laboratories), colocando el cubreobjetos sin dejar burbujas en los
tejidos. Se elimino el exceso de liquido en las orillas y se sellé con barniz alrededor del
cubreobjetos. Todos los cortes a cuantificar se procesaron al mismo tiempo, utilizando las

mismas soluciones madre.



28

Los cortes se observaron con un microscopio Nikon (Eclipse 80i). Se tomaron fotografias con
una camara digital de 12 bits (Nikon). Las imagenes se analizaron con el software Image-Pro
Plus Ver. 5.1y se utilizo el atlas de cerebro de rata (Paxinos y Watson, 2007), para localizar las
areas anatomicas de interés y se cuantifico el area que ocupa la marca fluorescente del receptor
CBL1. Los filtros usados fueron los correspondientes de acuerdo a cada anticuerpo secundario

empleado (Nikon 96310, 96302, 96306) y la amplificacion utilizada fue 20X y 40X.
6.5. Anélisis de datos

Se calculd el porcentaje de respuestas dadas en cada palanca por sujeto a lo largo de las
pruebas con demora. Para determinar si existen diferencias entre los grupos, se calculo el area
bajo la curva total del porcentaje de respuestas ejecutadas por cada sujeto en la palanca derecha,
es decir, aquella que proporcionaba el reforzador mas grande y en la que se aumentaba la demora

para su entrega. El area bajo la curva se calculé con el método de los trapecios:

¥1+4+ v2
ABC = (x2— x1) [%]
Donde x1 y x2 son demoras sucesivas, mientras que y1 y y2 son los valores asociados a dichas
demoras (Myerson et al., 2001). Una vez obtenido el ABC, se llevé a cabo un analisis de
Kruskal-Wallis, utilizando la edad como factor entre grupos, ya que el grupo de ratas viejas no

cumplio con el criterio de normalidad segin la prueba Omnibus D’ Agostino.

Para analizar las diferencias por edad en la preferencia del reforzador grande con respecto a
cada valor de demora, se realiz6 un ANOVA de una via o un analisis de Kruskal-Wallis (segun

el caso).
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Para calcular el area que ocupa la marca fluorescente se calibraron las imagenes obtenidas en
el microscopio con una amplificacion X20 en el software Image-Pro Plus Ver. 5.1, usando
como referencia la barra micrométrica de cada fotografia (100um), donde hubo 0.48780487805
pm/ pixel. Una vez calibrada, cada imagen se sometié a un proceso de segmentacion manual
para medir el area que ocupa la sefial fluorescente del receptor CB1. En el procedimiento de
segmentacion manual, se seleccionan los colores basados en un histograma con formato HSI
(Hue: Matiz; Saturation: Saturacion; Intensity: Intensidad), que permite separar la intensidad del
matiz, lo que hace al proceso menos sensible a la sobreposicion de regiones que se encuentren en
un rango seleccionado. Se tomd en cuenta el valor del Matiz (H) para determinar la sefial
fluorescente, que esta asociado con la longitud de onda dominante (Béez Rojas & Alonso Pérez,
2008). El valor de H minimo seleccionado como sefial en todas las fotografias analizadas fue 55,
mientras que el valor maximo fue 72, correspondiente a la tonalidad verde en una escala del O al

255.

Para comparar la cantidad de CB1 entre adolescentes, adultos y viejos, se cuantificd en cada
foto el area en micras cuadradas (um?) que ocupo la sefial seleccionada y se promediaron los
valores de las estructuras bilaterales de cada sujeto. Finalmente, los promedios de los sujetos se
compararon entre grupos utilizando una prueba ANOVA de una via y un analisis de Kruskal-

Wallis para los datos que no pasaron las pruebas de normalidad.

Para determinar si hay una relacion entre la conducta y el sistema endocanabinoide, se
correlacioné para cada sujeto, el area que ocup6 la marca de CBL1 en el hipocampo con la
preferencia del reforzador en los ensayos con 16s de demora, utilizando el coeficiente de

correlacion de Pearson.
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Se consideraron los resultados como significativos con una p<0.05. Para las variables del
ANOVA en las que se encontraron diferencias estadisticamente significativas, se utilizo la
prueba post hoc de Tukey Honest Signifficance Difference para determinar si existen diferencias
entre los grupos. Para las variables que no pasaron prueba de normalidad, se emple6 un analisis

Kruskal-Wallis y un andlisis post hoc de Dunn.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el programa GraphPad Prisma.

7. Resultados

7.1. DDR Area bajo la curva

Se calculd el porcentaje de respuestas ejecutadas en la palanca derecha a partir del tercer dia
de adquisicion y a lo largo de los dias de prueba con respecto a las respuestas totales ejecutadas
en ambas palancas. Posteriormente se calculd el area bajo la curva de cada sujeto y se tomaron
los valores resultantes para realizar un andlisis de Kruskal-Wallis (figura 8), ya que el grupo de
ratas viejas no cumplio con el criterio de normalidad segin la prueba Onmibus D’ Agostino. No
se encontraron diferencias significativas en los valores del area bajo la curva de acuerdo a la
edad de los sujetos (p = 0.0639), con una mediana de 1937 para las ratas adolescentes, 3089 para

las ratas adultas y 2355 para las ratas viejas.
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Figura 8. Area bajo la curva del porcentaje de respuestas ejecutadas en el Gltimo dia de adquisicjén y los dias de
prueba de cada grupo (n=10 por grupo). Analisis de Kruskal-Wallis (p= 0.0639). Nota: ABC = Area bajo la curva.

7.2. DDR porcentaje de respuestas

Se observaron diferencias significativas en la preferencia por el reforzador mas grande con 16
segundos de demora, con un ANOVA de una via y con un valor F (2, 27) = 3.405, p = 0. 0480.
Un analisis post hoc de Tukey arrojé diferencias entre adultos y adolescentes (p = 0.0402) (figura
9). No obstante, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de edad, dados los
andlisis de Kruskal-Wallis realizados para los datos de preferencia sin demora (p = 0.9909), con
demora de 2 segundos (p = 0.3635), 4 segundos (p = 0.4854), 8 segundos (p = 0.3228) y 64
segundos (p = 0.2207). Al realizar un ANOVA para la preferencia con 32 segundos de demora,
tampoco se encontraron diferencias entre los grupos (p = 0.0798). Se observé un cambio en la
preferencia de las palancas conforme aumentaba la demora, mientras que no se encontraron

diferencias en el porcentaje de respuestas totales ejecutadas a lo largo de las demoras de acuerdo



al maximo de respuestas posibles, indicando que el desempefio de los sujetos a lo largo de la

prueba no se vio afectado (ver apéndice C).
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Figura 9. Comparacion entre los tres grupos de edad del porcentaje de respuestas de la palanca derecha de acuerdo a
cada uno de los valores de demora (n=10 por grupo). Los datos fueron procesados con un ANOVA de una via o
andlisis de Kruskal-Wallis (segln el caso) (A). Se observaron diferencias significativas entre adolescentes y adultos
en el segundo 16 (p = 0.0402) (B). Las barras de error indican SEM.
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7.3. Inmunofluorescencia

En las figura 9 se muestran fotos representativas de laminillas con un corte coronal a una
distancia aproximada de -3.30 mm de Bregma, coordenada en la que se puede localizar la
habénula en sus porciones tanto medial como lateral y el hipocampo. Las fotos fueron tomadas
en un microscopio de fluorescencia con una amplificacion 40X y los cerebros corresponden a los
sujetos utilizados en las pruebas conductuales. La sefial fluorescente verde marca el receptor
CB1, la cual se observa en la regidn del GD del Hip, mientras que la HbL carece de esta marca

en los tres grupos.
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Figura 10. Fotografias de la marca fluorescente (verde) de CB1 en un corte coronal del cerebro de un sujeto
perteneciente al grupo adolescente (A), al grupo adulto (B) y al grupo de viejos (C). Se puede observar el contraste
entre la sefial del GD del hipocampo y la habénula lateral, en donde no hay marca visible. Amplificacion 40X. HbL,
habénula lateral; GD, giro dentado.
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En las figuras 11, 12 y 13 pueden observarse el contraste de la ausencia de sefial fluorescente
de CB1 en la HbL de una rata adolescente, adulta y vieja, respectivamente, contra la marcada en

tres regiones del Hip: cornus ammonis 1 (CA1), cornus amonis 3 (CA3) y giro dentado (GD).

Figura 11. Fotografias representativas de la marca fluorescente (verde) de CB1 en un corte coronal del cerebro de
un sujeto perteneciente al grupo de adolescentes (Y24), ubicadas en la porcion medial y lateral de la habénula (A) y
en tres campos del hipocampo: GD (B), CAL (C) y CA3 (D). En B, C y D se observa el contraste entre la sefial del
hipocampo contra A, en donde no hay marca visible. Amplificacion 20X. HbM, habénula medial; HbL, habénula
lateral; CA1, cornus ammonis 1; CA3, cornus ammonis 3; GD, giro dentado.
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Figura 12. Fotografias representativas de la marca fluorescente (verde) de CB1 en un corte coronal del cerebro de
un sujeto perteneciente al grupo de adultos (A17), ubicadas en la porcion medial y lateral de la habénula (A) y en
tres campos del hipocampo: GD (B), CA1 (C) y CA3 (D). En B, C y D se observa el contraste entre la sefial del
hipocampo contra A, en donde no hay marca visible. Amplificacion 20X. CA1, cornus ammonis 1; CA3, cornus
ammonis 3; GD, giro dentado; HbM, habénula medial; HbL, habénula lateral.
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Figura 13. Fotografias representativas de la marca fluorescente (verde) de CB1 en un corte coronal del cerebro de
un sujeto perteneciente al grupo de viejos (018), ubicadas en la porciéon medial y lateral de la habénula (A) y en tres
campos del hipocampo: GD (B), CALl (C) y CA3 (D). En B, C y D se observa el contraste entre la sefial del
hipocampo contra A, en donde no hay marca visible. Amplificacion 20X. CA1, cornus ammonis 1; CA3, cornus
ammonis 3; GD, giro dentado; HoM, habénula medial; HbL, habénula lateral.

En la figura 14 puede observarse una microfotografia con amplificacion 40X de la laminilla
mostrada en la figura 13, donde se observa la ausencia de sefial fluorescente de CB1 en la HbL,

comparado con la sefial en tres regiones del Hip: CA1, CA3y GD.
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Figura 14. Fotografias representativas de la marca fluorescente (verde) de CB1 en un corte coronal del cerebro de
un sujeto perteneciente al grupo de viejos (018), ubicadas en la porcién medial y lateral de la habénula (A) y en tres
campos del hipocampo: GD (B), CAl (C) y CA3 (D). En B, C y D se observa el contraste entre la sefial del
hipocampo contra A, en donde no hay marca visible. Amplificacién 20X. CA1, cornus ammonis 1; CA3, cornus
ammonis 3; GD, giro dentado; HbM, habénula medial; HbL, habénula lateral.

Se realizd una combinacion de las tres fotos correspondientes a las marcas de CB1, NeuN y
DAPI (figura 15), en las mismas regiones mostradas en la Figura 14. Se puede apreciar la marca

fluorescente de NeuN y DAPI, pero la ausencia especifica de la sefial de CB1 en la HbL.
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Figura 15. Fotografias representativas de la marca fluorescente (verde) de CB1, de NeuN (rojo) y DAPI (azul), en
un corte coronal del cerebro de un sujeto perteneciente al grupo de viejos (018), ubicadas en la porcién medial y
lateral de la habénula (A) y en tres campos del hipocampo: CA1 (B), CA3 (C) y GD (D). En B, C y D se observa el
contraste entre la sefial del hipocampo contra A, en donde no hay marca visible de CB1, pero si de NeuN y DAPI.
Amplificacion 40X. CA1, cornus ammonis 1; CA3, cornus ammonis 3; GD, giro dentado; HbM, habénula medial;
HbL, habénula lateral.

Para saber si hay diferencias en la expresion de CBL1 entre ratas adolescentes, adultas y viejas,
se cuantifico el area que ocupa la marca en las tres regiones del Hip mostradas, con el método
que se hubiese empleado de haber encontrado marca fluorescente de CB1 en la HbL. Se

analizaron las fotos de cinco sujetos de cada grupo.

Para la region del CAL, debido a que los adolescentes no cumplieron con la prueba de
normalidad segun la prueba Kolmogorov-Smirnov con valor de P corregido Dallal-Wilkinson-

Lilliefor, se realizo un analisis Kruskar-Wallis (figura 16), encontrando diferencias significativas
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del 4rea que ocupa la marca (H (2) = 8.880, p = 0.0042), con una mediana de 29192 um? para
las ratas adolescentes, 42714 pm? para las ratas adultas y 76295 pm? para las ratas viejas. Con un
andlisis de comparaciones multiples de Dunn, se encontré que la marca de CB1 en CAL1 ocupa

un area menor en las ratas adolescentes que en las ratas viejas (p<0.05).
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Figura 16. Comparacion del &rea (umz) que ocupa la marca fluorescente de CB1 en la region CA1 del Hip. en ratas
adolescentes, adultas y viejas (n=5 por grupo). Anélisis de Kruskal-Wallis. El analisis de comparaciones multiples
de Dunn indica diferencias entre las ratas adolescentes y las ratas viejas *p<0.05.

Para la region del CA3, se realizé una prueba ANOVA de una via. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre adolescentes, adultos y viejos, con una p=

0.2598.

Para la region del GD, se realiz6 una prueba ANOVA de una via (figura 17), encontrando
diferencias estadisticamente significativas del area que ocupa la marca fluorescente de CB1, F

(2,12) =9.049, p = 0.0040. Se realizé una prueba post hoc de Tukey Honest Signifficance
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Difference, encontrando que las ratas viejas tienen un area mayor de marca fluorescente con

respecto a los adultos (p=0.0456) y a los adolescentes (p=0.0033).
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Figura 17. Comparacion del area (um?) que ocupa la marca fluorescente de CB1 en la regién GD del Hip. en
adolescentes, adultos y viejos (n=5 por grupo). ANOVA de una via. Las barras de error indican SEM. *p<0.05.

7.4. Correlaciones

Para determinar si el control de impulsos se encuentra relacionado con la cantidad de CB1 en
el hipocampo, se realiz6 una correlacion de Pearson tomando en cuenta el area que ocupaba la
marca fluorescente de CB1 de cada region del hipocampo, con la preferencia por el reforzador
demorado a los 16 segundos. No hubo asociacion entre la preferencia y el &rea de la marca
fluorescente en GD (r= 0.04011, p=0.8871), CAl (r=0.02262, p= 0.9362) 0 CA3 (r=-.3645,

p=0.1817).
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8. Discusion

Después de realizar la prueba DDR a los grupos experimentales (adolescentes, adultos y
viejos) para analizar el control de impulsos se encontro que, los valores del ABC para el grupo
de los adolescentes es menor (1937 unidades) que la de los adultos (3089 unidades) y viejos

(2355 unidades); sin embargo, la estadistica solo revela una tendencia (p= 0.0639).

Se pueden descartar efectos del aprendizaje de presidn de palanca o la preferencia por una de
ellas, debido a que se ha reportado que no existen diferencias en la memoria de reconocimiento

de objetos en ninguno de los tres grupos de edad (Amancio-Belmont et al., 2016).

Estos resultados no pueden ser completamente determinantes debido a que se observa que el
rango de los valores del ABC de las ratas adolescentes es mas pequefio y tiene valores menores
que el rango de valores de las ratas adultas, asi como los valores comprendidos entre el 25 y el
75% de la poblacién adolescente. Adicionalmente los valores del ABC de algunas ratas adultas y
viejas se extienden a valores mucho més grandes, y en el caso de los adultos, los valores de
ABC comprendidos entre el 25 y el 50% de la poblacion estan menos dispersos que entre el 50 y
el 75%, indicando que los adultos tienen mayor dispersion que los adolescentes, y por lo tanto,

presentan tanto alto como bajo control de impulsos.

La gran dispersion de los valores del ABC en adultos y viejos puede deberse a que, como en
el ser humano, no todos los adultos y no todos los viejos van a tener un 6ptimo control de
impulsos, lo que ha permitido clasificar a los sujetos que presenten alta impulsividad y baja
impulsividad dentro de un mismo grupo de edad (Perry et al., 2005), ademas, estas diferencias
pueden darse por caracteristicas individuales de las funciones cerebrales y su maduracién, como

por ejemplo, los encontrados en el sistema dopaminérgico (Dellu et al., 1996; Yates, Darna,
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Beckmann, Dwoskin, & Bardo, 2016) o en la funcionalidad de diferentes estructuras que

componen el sistema de control de impulsos (Luna et al., 2001).

Probablemente sea necesario clasificar a los sujetos de acuerdo a su ejecucion en paradigmas
similares que midan el control de impulsos y no solo ver la prevalencia de las conductas
impulsivas como una caracteristica exclusiva de los adolescentes, sino como algo continuo que

puede vulnerar a los sujetos de cualquier edad a presentar trastornos mentales, como un TUS.

Haciendo un analisis mas detallado de las diferencias entre grupos con respecto a los valores
de demora, se encontrd que cuando los sujetos tuvieron que esperar 16 segundos para recibir la
recompensa, la preferencia de los adolescentes por la recompensa demorada fue
significativamente menor que la de los adultos. Estos resultados sugieren que en durante este
tiempo de demora, los adolescentes son menos tolerantes a la espera y ejecutan un mayor
porcentaje de respuestas impulsivas para obtener el reforzador inmediato, a diferencia de los
adultos. En futuros estudios se recomienda tomar en cuenta este intervalo para acotar las posibles
diferencias que haya entre los grupos de edad. Asi mismo, en todos los grupos, la completa caida
de la preferencia del reforzador méas grande esta cerca del minuto de espera, lo que indica que
existe un intervalo especifico en el que el reforzador es efectivo y que, en este caso, dicho
intervalo no va mas alla de un minuto. Dicho rango limite concuerda con los valores de demora

utilizados en los procedimientos de reforzamiento (Renner, 1964).

Se ha sugerido que la prevalencia de conductas impulsivas durante la adolescencia, puede ser
un mecanismo que facilite la adquisicion de conductas necesarias para la independencia de los
sujetos y lograr una transicion exitosa hacia la edad adulta, a través de la exploracion de nuevas

situaciones, reforzadores y conductas (Spear, 2000). Sin embargo, esto genera que los sujetos
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que ejecutan frecuentemente conductas impulsivas, estén expuestos también a una gran variedad
de opciones riesgosas (uso de sustancias, relaciones sexuales sin proteccion, conducir un
automovil a altas velocidades), principalmente durante la adolescencia, etapa donde la mayoria
de los adultos que cumplen con los criterios de un TUS empezaron a consumir (Center for

Disease Control, 2017; Roberti, 2004).

La importancia de que el sistema del control de impulsos se desarrolle y disminuya la
frecuecia con la que se ejecutan las respuestas impulsivas en situaciones que lo requieran, radica
en asegurar la supervivencia del individuo y disminuir las probabilidades con las que se exponga

a situaciones riesgosas.

Contrario a lo reportado por Herkenham y cols. (1991), no se observé expresion del receptor
CB1 en la HbL, por lo que en este estudio no se encontrd relacion entre este receptor y el control
de impulsos, sin embargo, no descartamos la posibilidad de que otros receptores para
canabinoides, como el CB2 o el GPR55 regulen la comunicacion entre el EP y la HbL. Asi
mismo se sugieren otros tipos de analisis moleculares que ayuden a descartar la posibilidad como

por ejemplo, inmunohistoquimica o western blot.

Debido a la ausencia del CB1 en la HbL, se realiz6 la cuantificacion de este receptor en las
regiones en las que si se encontré marca fluorescente, para probar la eficacia del método de
cuantificacion. Cabe sefialar que, como se ha reportado previamente (Amancio-Belmont et al.,
2016) observamos la expresion de CB1 en el hipocampo (figuras 9, 10, 11y 12), lo que nos
permite descartar algin error dado por el método de inmunofluorescencia. Se seleccionaron las
regiones CA1, CA3 y GD del hipocampo, presentes en los cortes trabajados. Se ha sugerido la

participacion del hipocampo en el control de impulsos, sin embargo, es la region ventral del
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hipocampo la que se ha relacionado con el control de impulsos (Dougherty, 2009), lo que explica
que no se haya encontrado relacién entre la cuantificacion del receptor CB1 realizada en la

region dorsal y el control de impulsos.

Se sabe que el CB1 esta distribuido ampliamente en el cerebro (M Herkenham et al., 1991;
Miles Herkenham et al., 1990), sin embargo, hay evidencia que apoya la ausencia del receptor
CB1 en las terminales glutamatérgicas de la HbL que proyectan hacia el RMTg, ya que se ha
sefialado la ausencia de mRNA de CB1 en la HbL mediante hibridacion in situ fluorescente

(Soria-Gomez et al., 2015).

Adicionalmente, se ha descrito que las células que componen la HbL son principalmente
glutamatérgicas y que ademas poseen ARNm de los receptores a dopamina 2 (D2) y receptores a
serotonina tipo 2c (HTr2c) (Aizawa et al., 2012), por lo que habria de considerar la posibilidad
de que estos receptores se encarguen de regular la actividad de la HbL. Adicionalmente también

habria que desarrollar otros estudios para descartar la participacion del CB2.

Debido a la ausencia de receptor CB1 en la HbL fue imposible correlacionar el area bajo la
curva de las respuestas ejecutadas por cada sujeto con el area que ocupara la marca de CB1, para
encontrar una relacion entre la cantidad de CB1 y el control de impulsos. Sin embargo, para
probar el método de cuantificacién a emplear, se analizaron las fotografias de las regiones del
hipocampo en las que si se encontré marca fluorescente. La menor cantidad de CB1 en el Hip de
los adolescentes, replica lo reportado por Amancio-Belmont et al., (2016). Adicionalmente se
encontraron diferencias especificamente en GD y CA1, mientras que no se encontraron

diferencias en CA3.
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9. Limitaciones y sugerencias

Ya que no hubo marca de CB1 en la HbL, fue imposible correlacionar su expresion con el
ABC de la preferencia por un reforzador grande a pesar de la demora de su entrega y, por lo
tanto, no se encontrd relacion entre la presencia de dicho receptor en la HbL y el control de

impulsos.

La falta de marca de NeuN en la mayoria de los tejidos puede deberse a factores como la
concentracion de los anticuerpos, por lo que una forma de descartar este factor seria

aumentandola.

El estudio da pie a relacionar el control de impulsos con la presencia de CB1 en las otras
estructuras del circuito, como el EP, la corteza prefrontal, VTA y NAc, a excepcion del RMTg,

debido a la evidencia que reporta la ausencia de RNAm de CBL1 en las células de la HbL.

Debido a la tendencia observada y para determinar si realmente el control de impulsos en las
ratas adolescentes no difiere del de ratas adultas y viejas, se sugiere ampliar la N para tener una

muestra poblacional més representativa.

10. Conclusién

Cuando el reforzador mayor se demora 16 segundos, los adolescentes prefieren en mayor
proporcidn el reforzador inmediato, comparado con los adultos, sugiriendo que los adolescentes

son menos tolerantes a la demora del reforzador y por lo tanto, mas impulsivos que los adultos.

No se encontro receptor CB1 en la HbL, por lo que éste receptor en dicha estructura no se

encuentra involucrado con la regulacion del control de impulsos.
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12. Apéndice A: Consumo de alimento de adolescentes

En la figura 1 se puede observar el porcentaje de consumo de alimento de un grupo piloto de
ratas adolescentes durante las sesiones de entrenamiento, con respecto a la cantidad méxima de
alimento disponible [(60 ensayos x 5 pellets) x 0.045 gr = 13.5 gr]. La cantidad de alimento se
obtuvo tomando en cuenta las respuestas ejecutadas en ambas palancas y restando la cantidad de
alimento que los sujetos dejaron {[(numero de respuestas palanca derecha x 5) + (numero de
respuestas palanca izquierda)] x 0.045 gr} — (nimero de pellets sin consumir x 0.045 gr). Los
sujetos sélo alcanzan a ingerir durante los 30 minutos del ensayo. Consumiendo un maximo

promedio de 57.27 % del alimento disponible en el DP 38.
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Figura 1. Porcentaje de comida ingerida por un grupo piloto de ratas adolescentes durante la fase de
entrenamiento, con respecto a la cantidad maxima de alimento disponible (n=12). Nota: DP = Dias posnatales.
Las barras de error representan SEM.

En la figura 2A se muestra el porcentaje de respuestas ejecutadas en la palanca derecha

durante la fase de entrenamiento, con respecto al total de ensayos posible, esto es, [(nGmero de



ensayos *100)/60 ensayos]. Los sujetos ejecutaron un promedio maximo de 56.52% de las
respuestas en el DP 38. En la figura 2B se muestra el porcentaje de respuestas ejecutadas en la
palanca izquierda con respecto al total de ensayos posible. Los sujetos no alcanzaron a cumplir
los criterios de adquisicion estipulados para las ratas adultas y viejas, por lo que se decidio
reducir el nimero de ensayos al 50% para el grupo de ratas

adolescentes.
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Figura 2. Porcentaje de respuestas ejecutadas durante la fase de entrenamiento por un grupo piloto de ratas

adolescentes en la palanca derecha (A) y la palanca izquierda (B), con respecto al total de respuestas posibles.

(n=12). Nota: DP = Dias posnatales. Las barras de error representan SEM.
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13. Apéndice B: Criterios de adquisicion

En la figura 1 se muestra el porcentaje de respuestas totales ejecutadas en ambas palancas por
los tres grupos durante la fase de entrenamiento. La linea punteada indica el primer dia de
adquisicion, es decir, la ejecucién de al menos un 80% de respuestas del méximo de los ensayos
permitidos. Se observa que la respuesta se mantiene durante los dos dias posteriores en todos los

grupos.
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Figura 1. Porcentaje de respuestas totales ejecutadas por los tres grupos durante la fase de entrenamiento. Las barras

de error representan los errores estandar. Nota: PA = Pre-adquisicidn; Al = Primer dia de adquisicién; A2 =
Segundo dia de adquisicion; A3 = Tercer dia de adquisicion.
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En la figura 2 se muestra el porcentaje de respuestas ejecutadas en la palanca derecha durante
la fase de entrenamiento. La linea punteada indica el primer dia de adquisicion, es decir, la
ejecucion de al menos un 85% de respuestas en la palanca derecha del méximo de los ensayos
permitidos. Se observa que la respuesta se mantiene durante los dos dias posteriores en todos los

grupos.
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Figura 2. Porcentaje de respuestas ejecutadas en la palanca derecha por los tres grupos durante la fase de
entrenamiento. Las barras de error representan los errores estandar. Nota: PA = Pre-adquisicién; Al = Primer dia de
adquisicién; A2 = Segundo dia de adquisicion; A3 = Tercer dia de adquisicion.
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14. Apéndice C: Respuestas ejecutadas durante prueba

En la figura 1 se muestra el porcentaje de respuestas ejecutadas en la palanca izquierda a lo
largo de las sesiones de prueba, con respecto a las respuestas totales ejecutadas. Para detectar
interacciones significativas entre los factores, se realizd un ANOVA mixto de dos vias, tomando
como factores la edad de los sujetos con tres niveles (adolescentes, adultos y viejos) y la demora
en el reforzamiento con seis niveles (0, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 segundos). No se encontraron efectos
dados por el factor edad (p = 0.0789), pero si por el factor demora (p <0.0001). No hubo

interaccion entre los factores (p = 0.3899).
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Figura 1. Comparacion entre los tres grupos de edad del porcentaje de respuestas de la palanca izquierda de acuerdo
a cada uno de los valores de demora (n=10 por grupo). Nota: Las barras de error representan SEM.

En la figura 2 se muestra el porcentaje total promedio de las respuestas ejecutadas por cada
grupo de edad a lo largo de las sesiones de prueba, con respecto al maximo de ensayos posibles,
esto es, porcentaje de respuestas = [(ensayos palanca derecha + ensayos palanca izquierda)
/namero de ensayos posibles]*100. Para detectar las interacciones significativas entre los

factores, se realiz6 un ANOVA mixto de dos vias, tomando como factores la edad de los sujetos
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con tres niveles (adolescentes, adultos y viejos) y la demora en el reforzamiento con seis niveles
0, 2, 4,8, 16, 32 y 64 segundos). No se encontraron efectos dados por el factor edad (p =
0.3763), ni por el factor demora (p = 0.5981). Tampoco hubo interaccidn entre los factores (p =
0.8565). Esto indica que no hubo variaciones significativas en el nimero de respuestas totales

ejecutadas a lo largo de la prueba, por lo que no se vio afectado el desempefio de los sujetos.
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Figura 2. Porcentaje total promedio de las respuestas ejecutadas por cada grupo de edad a lo largo de las sesiones de
prueba, con respecto al maximo de ensayos posibles (n=10 por grupo). Nota: Las barras de error representan SEM.
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15. Apéndice D: Consumo de alimento

Consumo total de alimento = [(gr/peso gr) * 100] de las ratas adolescentes, adultas y viejas,
dentro de las cAmaras operantes durante las sesiones de prueba. En el tercer dia de adquisicion
(Demora 0), el grupo de ratas adolescentes consume en promedio 9.98 gr de alimento por cada
100 gr de peso, mientras que el grupo de ratas adultas consume en promedio 4.73 gr de alimento
por cada 100 gr de peso y la ratas viejas consumen en promedio 2.77gr de alimento por cada 100
gr de peso. El consumo de alimento en la demora 0 es muy cercano a lo reportado por Amancio-

Belmont et al., (2016), en una tarea de autoadministracion de comida con una duracion de 30

miny RF 1.
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Figura 1. Consumo de alimento los tres grupos de edad, dentro de las cAmaras operantes durante las sesiones de
prueba (n=10 por grupo). Nota: Las barras de error representan SEM.
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